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Die steigende Lebenserwartung und die anhaltend niedrigen Geburtenziern werden in den
nächsten Jahrzehnten zu einer deutlichen Verschiebung der Altersstruktur der deutschen Be-
völkerung führen. Diese demographischen Veränderungen haben eine Zunahme von Zivilisa-
tionskrankheiten zur Folge. Bluthochdruck (Hypertonie) stellt in den Industrienationen einen
Hauptrisikofaktor für kardiovaskuläre Erkrankungen wie Herzinfarkt und Schlaganfall dar
(Mancia et al., 2013). Aufgrund der Verbreitung und der damit verbundenen Behandlungs-
kosten sind die gesundheitsökonomischen Konsequenzen von Hypertonie erheblich (Predel,
2010). Allerdings ist das Präventionspotential bei Hypertonie sehr hoch, da lebensstilassozi-
ierte Faktoren die Entstehung von Bluthochdruck wesentlich begünstigen. Aus diesem Grund
wird die Therapie von Bluthochdruck meist mit nicht-medikamentösen Maßnahmen eingelei-
tet (Mancia et al., 2013).
Zur medikamentösen Behandlung werden vor allem ACE-Hemmer eingesetzt, welche das
Angiotensin-Converting Enzyme (ACE) inhibieren (Zaman et al., 2002). Dieses besitzt eine
Schlüsselrolle im Renin-Angiotensin-Aldosteron-System und trägt damit entscheidend zur Blut-
druckregulierung bei. Das Enzym besteht aus zwei katalytisch aktiven Untereinheiten, der C-
und der N-Domäne, die in unterschiedlichem Maße an der Blutdruckregulation beteiligt sind
(Bernstein et al., 2011). Die C-Domäne ist verstärkt für die Umsetzung des Substrats Angio-
tensin I verantwortlich, wohingegen der Vasodilator Bradykinin von beiden Domänen hydro-
lysiert wird. Die C-Domäne ist demzufolge stärker an der Blutdruckregulation beteiligt.
Die synthetischen ACE-Inhibitoren können in einigen Fällen Nebenwirkungen wie trockenen
Husten oder Angioödeme hervorrufen (Dicpinigaitis, 2006). Als Ursache wird die unselektive
Inhibierung der beiden katalytischen Zentren des Enzyms gesehen. Diese Erkenntnis führte
zur Entwicklung einer neuen Generation von C-domänenselektiven ACE-Inhibitoren, denn
durch die C-domänenselektive Inhibierung ist es theoretisch möglich, den Blutdruck zu redu-
zieren und gleichzeitig Nebenwirkungen durch eine Bradykininakkumulation zu vermeiden
(Kröger et al., 2009).
Neben den synthetischen ACE-Inhibitoren sind auch einige natürlich vorkommende oder aus
Hydrolysaten von Lebensmittelproteinen stammende Peptide für ihr ACE-inhibierendes Po-
tential in vitro bekannt (Nongonierma and FitzGerald, 2015a). Die Möglichkeit über die Nah-
rungsmittelaufnahme von ACE-inhibierenden Peptiden einen positiven physiologischen Ef-
fekt auf den Blutdruck auszuüben, ist ein möglicher Ansatz zur Unterstützung einer nicht-
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medikamentösen Therapie. Die bioaktiven Peptide sind in der Sequenz von inaktiven Vorläu-
ferproteinen vorhanden und können durch enzymatische Hydrolyse im Zuge der gastroin-
testinalen Verdauung oder im Rahmen von lebensmitteltechnologischen Prozessen freigesetzt
werden (Hernández-Ledesma et al., 2011).
Aufgrund ihrer guten ACE-Hemmung beschäftigt sich diese Arbeit mit der Klasse der tryp-
tophanhaltigen Dipeptide. Das Ziel der Arbeit war die Untersuchung der Peptide hinsichtlich
ihrer Gewinnung, ihrer Wirkung auf das Zielenzym ACE und bezüglich ihrer Bioverfügbarkeit.
Einleitend standen Untersuchungen zur enzymatischen Freisetzung der Peptide aus Lebens-
mittelproteinen im Vordergrund. Ein weiterer Fokus der Arbeit bildete die Charakterisierung
der Wechselwirkungen der peptidischen Inhibitoren mit den Domänen des ACEs, da bisher
ungeklärt war, ob die Peptide in der Lage sind zwischen den beiden Domänen zu dieren-
zieren. Abschließend wurde zur Abschätzung der Bioverfügbarkeit die Stabilität der Peptide
gegenüber einer gastrointestinalen Verdauung und die alimentäre Beeinussung des Plasma-





Die steigende Lebenserwartung und die anhaltend niedrigen Geburtenziern werden in den
nächsten Jahrzehnten zu einer kontinuierlichen Verschiebung der Altersstruktur der deut-
schen Bevölkerung führen. Nach den Berechnungen des Statistischen Bundesamtes wird der
Anteil der über 65-Jährigen zwischen 2008 und 2060 von 20 % auf 34 % ansteigen. Es wird davon
ausgegangen, dass im Jahr 2060 14 % der Bevölkerung 80 Jahre oder älter ist (Statistisches Bun-
desamt, 2009). Diese deutliche Verschiebung der Alterspyramide führt zu einer Zunahme von
Zivilisationskrankheiten, zu denen auch Bluthochdruck (Hypertonie) gezählt wird. Als Hyper-
tonie wird nach aktuellen Leitlinien der European Society of Hypertension und der European
Society of Cardiology (ESH/ESC) eine dauerhafte Erhöhung des Blutdrucks über 140 mmHg
systolisch oder 90 mmHg diastolisch deniert, die unbehandelt zur Schädigung der Gefäßsys-
teme führen kann (Mancia et al., 2013).
Die Erkrankung wird je nach Schweregrad in Grad 1- bis Grad 3-Hypertonie eingeteilt (Tabel-
le 2.1). Dabei wird der höchste Blutdruckwert, ob systolisch oder diastolisch, zur Kategorisie-
rung hinzugezogen (Mancia et al., 2013). Der Blutdruckbereich von 120–139 mmHg systolisch
oder 80–89 mmHg diastolisch wird auch als Prähypertonie bezeichnet. Dies ist keine wirkliche
Krankheitskategorie, sondern ist vielmehr so gewählt, dass Personen mit einem hohen Risiko
für die Entwicklung von Hypertonie identiziert werden können. Damit können Präventi-
onsmaßnahmen ergrien werden, um die Entwicklung von Hypertonie zu verzögern oder zu
verhindern (Chobanian et al., 2003).
Tabelle 2.1: Richtwerte der Blutdruckklassikation nach der Leitlinie der European Society of
Hypertension (Mancia et al., 2013)
Kategorie systolisch (mmHg) diastolisch (mmHg)
Optimal < 120 < 80
Normal 120–129 80–84
Hochnormal 130–139 85–89
Grad-1-Hypertonie (leicht) 140–159 90–99
Grad-2-Hypertonie (mittel) 160–179 100–109
Grad-3-Hypertonie (schwer) > 180 > 110
isolierte systolische Hypertonie > 140 < 90
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Die Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland (DEGS) liefert mit der Erhebungswelle
von 2008 bis 2011 Daten zur Verteilung des Blutdrucks von 8125 Erwachsenen im Alter von
18 bis 79 Jahren in Deutschland. Es ist eine ungefähre Verdoppelung der Hypertonieprävalenz
aller 10 Jahre bei den 18- bis 50-Jährigen zu beobachten und eine weitere Verdoppelung in den
folgenden 20 Jahren, so dass die Prävalenz bei den 70- bis 79-Jährigen über 70 % beträgt (Neu-
hauser et al., 2013). Diese Tendenz bestätigen auch die Daten des Bundes-Gesundheitssurveys
1998 (Robert-Kochinstitut, 1999), die in Abbildung 2.1 dargestellt sind.


























Abbildung 2.1: Prävalenz der Hypertonie nach Altersgruppen und Geschlecht anhand der Da-
ten des Bundesgesundheitssurveys (Robert-Kochinstitut, 1999) (Männer: wei-
ßes Dreieck; Frauen: dunkelgraues Viereck)
Die Ursache von primärer Hypertonie liegt im Zusammenwirken mehrerer Faktoren wie Al-
ter, Geschlecht, Erbanlagen und verschiedener ungünstiger Ernährungs- und Lebensbedin-
gungen. Dabei stellen Übergewicht, hoher Kochsalz- und Alkoholkonsum, Bewegungsmangel
und Stress Risikofaktoren dar, welche die Entstehung von Hypertonie begünstigen (Mancia
et al., 2013). Stamler et al. (1999) zeigten anhand von zwei prospektiven Studien, dass Perso-
nen die einen erhöhten Cholesterolspiegel besaßen und rauchten ein deutlich höheres Risiko
für kardiovaskuläre Erkrankungen zeigten als Personengruppen ohne diese Risikofaktoren.
Hypertonie begünstigt die Entstehung von kardiovaskulären Erkrankungen und damit steigt
das Risiko für das Auftreten von Begleit- und Folgeerkrankungen, wie Schlaganfälle, Herzin-
farkte, periphere Durchblutungsstörungen und Herz- und Niereninsuzienzen (Mancia et al.,
2013). Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind sowohl in Deutschland (Statistisches Bundesamt,
2006) als auch weltweit die häugste Todesursache. Laut Lawes et al. (2008) waren weltweit bis
zu 7,6 Mio. Todesfälle, 54 % aller Schlaganfälle sowie 47 % aller Fälle von ischämischer Herz-
krankheit im Jahr 2001 auf Bluthochdruck zurückzuführen. Damit stellt Hypertonie laut Ezzati
et al. (2002) einer der wichtigsten beeinussbaren Faktoren für die Morbidität und Mortalität
dar. Aufgrund der Verbreitung und der anfallenden Behandlungskosten sind die gesundheits-
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ökonomischen Konsequenzen von Hypertonie erheblich. Die direkt durch kardiovaskuläre Er-
krankungen verursachten Kosten für das deutsche Gesundheitssystem wurden 2008 auf 37
Mrd. Euro beziert und standen damit an der Spitze aller anfallenden Krankheitskosten (De-
statis, 2010). In dieser Summe sind die direkten Kosten von Hypertonie von rund 9,0 Mrd. Euro
im Jahr 2008 enthalten. Neben den direkten fallen auch die indirekten Kosten durch Arbeits-
unfähigkeit, Invalidität und vorzeitigen Tod von Erwerbstätigen für die Gesellschaft an.
Daher verlangt die Deutsche Gesellschaft für Hypertonie und Prävention, „dass die Prävention
und Therapie des Bluthochdrucks eine sehr hohe gesundheitspolitische Priorität haben muss“
(Predel, 2010).
2.1.1 Regulation des Blutdrucks durch das
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) und das
Kallikrein-Kinin-System (KKS)
Der Blutdruck kann kurzfristig, mittelfristig und langfristig reguliert werden. Der kurzfris-
tigen Blutdruckregulation dienen in erster Linie Barorezeptoren in den großen Gefäßinnen-
wänden, insbesondere Sinus caroticus und am Aortenbogen. Sie sind in der Lage, den Druck
des ießenden arteriellen Blutes über die Dehnung der Gefäße zu registrieren und diese Infor-
mation in Form von Impulsen an das zentrale Nervensystem weiterzugeben. Eine Blutdruck-
steigerung führt über die Aktivierung der Barorezeptoren zu einer Hemmung sympathischer
Neurone und einer Aktivierung parasympathischer Neurone. Daraus resultiert eine Abnahme
der Herzfrequenz, der Herzschlagkraft und des Schlagvolumens. Somit kann der Blutdruck
innerhalb von Sekunden auf einem konstanten Niveau gehalten und eine Blutversorgung der
Organe gewährleistet werden (Lang and Lang, 2007).
Eine mittel- und langfristige Regulation stellt hingegen das Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System (RAAS) dar. Diese Signalkaskade stellt die wichtigste Regulation für den arteriellen
Blutdruck dar (Abbildung 2.2). Sinkt der renale Blutdruck wird über renale Barosensoren die
Aspartylpeptidase Renin, die in den juxtaglomulären Nierenzellen synthetisiert wird, vermehrt
sekretiert. Dieses Enzym spaltet das in der Leber gebildete Angiotensinogen zum biologisch in-
aktiven Dekapeptid Angiotensin I. Das Angiotensin-Converting Enzym (ACE) ist eine Dipep-
tidylcarboxypeptidase. Es katalysiert die Hydrolyse von Angiotensin I zum biologisch aktiven
Oktapeptid Angiotensin II. Eine Reihe anderer Enzyme kann ebenfalls Angiotensin II gene-
rieren z. B. die Serinpeptidase Chymase (Schmidt and Lang, 2007). Die Angiotensine I und II
werden zusätzlich durch die im Blut vorkommenden Peptidasen in weitere Fragmente gespal-
ten, welche z. T. sehr unterschiedliche biologische Funktionen besitzen. So bindet Angiotensin
1-7 z. B. an den AT3-Rezeptor und stimuliert die Vasodilatation durch eine Potenzierung des
Bradykininspiegels (Zaman et al., 2002). Angiotensin II bewirkt durch die Bindung an den
AT1-Rezeptor eine mittelfristige Vasokonstriktion und eine längerfristige Wirkung durch die
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Stimulation der Synthese und der Freisetzung des Hormons Aldosteron. Die Aldosteronaus-
schüttung führt zur Natrium- und Wasserresorption in der Niere, zur Steigerung des Durstge-
fühls und des Salzappetits (Abbildung 2.2). Schlussendlich verursacht dies eine Steigerung des
Extrazellulär- und Blutvolumens und damit des Blutdrucks (Schmidt and Lang, 2007).
Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Signalkaskade und Wirkung des Renin-Angio-
tensin-Aldosteron-Systems (Abbildung aus Silbernagl and Despopoulos (2007))
Parallel zum RAAS existiert mit dem Kallikrein-Kinin-System (KKS) ein zweites blutdruckre-
gulierendes System im Körper (Abbildung 2.3). Bei der Hydrolyse des im Plasma zirkulierenden
Kininogens durch die Serinpeptidase Kallikrein wird das Dekapeptid Kallidin gebildet, welches
weiter zum Nonapeptid Bradykinin abgebaut wird. Bradykinin ist einer der stärksten endo-
thelabhängigen Vasodilatoren und löst eine massive Steigerung der Nierendurchblutung sowie
der Wasser- und Salzausscheidung durch Hemmung der tubulären Resorption aus (Lang and
Lang, 2007). Die blutdrucksenkende Wirkung des Bradykinins beruht auch auf der Bindung
an den G-Protein-gekoppelten B2-Rezeptor, der auf den Endothelzellen von Arterien und Ar-
teriolen lokalisiert ist. Die Bindung induziert die Produktion von Stickstomonoxid NO durch
die NO-Synthase und führt zur Relaxation der glatten Gefäßmuskulatur. Das ACE ist auch
in dieser Signalkaskade ein Schlüsselenzym. Durch die Spaltung des vasodilatorisch wirksa-
men Bradykinins wird dieses inaktiviert und damit kann ebenfalls der Blutdruck gesteigert
werden. Eine Regulation des ACEs kann sich also entscheidend auf den Blutdruck auswirken
(Bernstein et al., 2013).
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Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der Signalkaskade des Kallikrein-Kinin-Systems
nach FitzGerald et al. (2004)
2.1.2 Behandlung von Hypertonie
Nicht-medikamentöse Therapie
Das Präventionspotenzial bei Hypertonie ist sehr hoch, da lebensstilassoziierte Faktoren die
Entstehung eines erhöhten Blutdrucks wesentlich begünstigen. Eine antihypertensive Thera-
pie wird deshalb meist mit nicht-medikamentösen Maßnahmen eingeleitet. Diese beinhalten
vorrangig eine Reduzierung des Gewichtes durch Diäten, eine Ernährungsumstellung mit re-
duziertem Salz- und Alkoholkonsum, sowie regelmäßiger Bewegung (Chobanian et al., 2003).
Die Dauer dieser Maßnahmen hängt von der Anzahl der vorhandenen Risikofaktoren des Pa-
tienten wie Übergewicht, Bewegungsmangel u.ä. ab. Empfohlen werden für Grad I-Hyper-
toniker mit oder ohne weitere(n) Risikofaktoren 6- bzw. 12-monatige nicht-medikamentöse
Behandlungen (Appel et al., 2003). Studien zeigen, dass multiple Änderungen des Lebensstils
bei Personen mit hochnormaler oder Grad-I-Hypertonie den Blutdruck senken und das Risi-
ko für kardiovaskuläre Erkrankungen reduzieren (Appel et al., 2003). Dickinson et al. (2006)
verglichen die Ergebnisse von 105 Studien und konnten für gewichtsreduzierende Diäten, re-
gelmäßigen Sport, sowie Alkohol- und Natriumrestriktion statistisch signikante Eekte auf
den Blutdruck feststellen.
Appel and Moore (1997) konnten bei 133 hypertonen Patienten mit einem systolischen Blut-
druck von > 140 mmHg zeigen, dass durch eine gezielte dreiwöchige DASH-Diät (dietary
approaches to stop hypertension) reich an Obst, Gemüse und fettarmen Milchprodukten ei-
ne Blutdrucksenkung von 11,4 mmHg gegenüber der Kontrollgruppe ohne Ernährungsände-
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rung erzielt werden konnte. Die ENCORE-Studie konnte ebenfalls den Einuss einer nicht-
medikamentösen Therapie auf einen unbehandelten hochnormalen Blutdruck von 144 über-
gewichtigen Männern und Frauen demonstrieren. Während der 16-wöchigen Intervention
wurde der Einuss der DASH-Diät mit (WM-Gruppe) und ohne (A-Gruppe) weitere Maßnah-
men zum Gewichtsmanagement auf den systolischen und diastolischen Blutdruck bestimmt.
Nach Ablauf der Intervention wurde der systolische Blutdruck um 16,1 mmHg in der DASH-
WM-Gruppe und um 11,2 mmHg und der DASH-A-Gruppe reduziert. Selbst acht Monate nach
dem Ende der nicht-medikamentösen Behandlung konnte eine langfristige Reduktion von
11,7 mmHg bei der DASH-WM bzw. 9,5 mmHg bei der DASH-A Gruppe beobachtet werden
(Hinderliter et al., 2013). Kleine Veränderungen des Blutdruckniveaus können somit in der
Summe eine große Wirkung haben.
Die Daten der INTERSALT -Studie belegen, dass durch eine Kombination aus Senkung des
Salzkonsums (max. 2,4 g NaCl/Tag), einer Gewichtsreduktion und einer Erhöhung der Ka-
liumaufnahme der systolische Blutdruck im Mittel um ca. 5 mmHg gesenkt werden kann. Dies
könnte laut Stamler (1991) eine Reduktion der bevölkerungsweiten Mortalität durch korona-
re Herzkrankheit um 9 % und die Schlaganfallmortalität um 14 % bewirken. Ebenso wollten
Cook et al. (1995) den Einuss einer durchschnittlichen Verringerung des diastolischen Blut-
drucks von 2 mmHg auf die weiße US-amerikanische Bevölkerung zwischen 35 und 64 Jahren
einschätzen. Auf Grundlage der Daten der Framingham Heart Study und des National Health
and Nutrition Examination Survey II könnte diese Blutdruckreduktion zu einem 14 % geringe-
ren Schlaganfallrisiko führen. Durch nicht-medikamentöse Maßnahmen, wie z. B. durch eine
Ernährungsänderung, kann eine Blutdrucksenkung erreicht werden, welche zu einer signi-
kanten Senkung der Morbidität und Mortalität führen könnte. Eine Änderung der Lebensge-
wohnheiten kann bei Patienten in einer hohen Risikogruppe eine antihypertensive Therapie
zwar nicht ersetzen, allerdings protieren diese Hypertoniker von den zusätzlichen Maßnah-
men, indem die Anzahl und Dosierungen der antihypertensiven Arzneimittel reduziert werden
können (Mancia et al., 2013).
Medikamentöse Behandlung
Reichen die nicht-medikamentösen Maßnahmen nicht aus, wird zusätzlich eine medikamentö-
se Therapie begonnen. Die Arzneimittelbehandlung kann als Monotherapie bei Patienten mit
leichter Hypertonie und niedrigem bis moderatem kardiovaskulären Risiko oder als Kombina-
tionstherapie bei Patienten mit höherem Blutdruck durchgeführt werden. Nach den ESH/ESC-
Leitlinien sind die fünf Substanzklassen der β-Rezeptorblocker, der Calcium-Antagonisten,
der Diuretika, der ACE-Hemmer und Angiotensin-Rezeptorblocker für die initiale und wei-
terführende antihypertensive Therapie geeignet. β-Blocker bewirken durch die Blockade der
β-Adrenorezeptoren eine Senkung der Herzfrequenz, Diuretika führen zu einer gesteigerten
Wasserausscheidung und damit zur Reduktion des Blutvolumens und Calciumantagonisten
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verringern den Einstrom von Calciumionen in die Muskelzellen, was die Kontraktilität der
glatten Gefäßmuskulatur verringert (Mancia et al., 2013). Die ACE-Inhibitoren und Angio-
tensin II-Rezeptorblocker gehören zur Klasse der am weitesten verbreiteten Antihypertensiva
und greifen in das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System ein (Kapitel 2.1.1). Neben ihrer blut-
drucksenkenden Wirkung sind ACE-Inhibitoren auch bei Herzinsuzienz, linksventrikulärer
Dysfunktion und bei Myokardinfarkten im Einsatz, da Angiotensin II nicht nur hypertensive
Eigenschaften besitzt, sondern auch die Proliferation von Herzmuskelzellen beeinusst. Die
positiven Eigenschaften der ACE-Hemmer sind wahrscheinlich nicht nur auf die Inhibierung
der Angiotensin II-Bildung und des Bradykininabbaus zurückzuführen. Beispielsweise konnte
beobachtet werden, dass bei sterischer Nähe von ACE und dem B2-Rezeptor eine Potenzie-
rung der Bradykinin-induzierten Wirkung durch eine Interaktion des Enzyms mit dem Rezep-
tor (sog. Crosstalk) stattndet (Tom et al., 2003). Es wird angenommen, dass der B2-Rezeptor
und das ACE ein Heterodimer bilden und ACE-Inhibitoren diese Interaktion positiv beeinus-
sen können, indem sie eine favorisierte Konformationsänderung des B2-Rezeptors induzieren
(Chen et al., 2006).
Auch bei diabetischer Nephropathie und arteriosklerotischen Erkrankungen zeigen die Hemm-
stoe eine deutliche Verlangsamung des Krankheitsverlaufs (Acharya et al., 2003). Damit be-
sitzen ACE-Inhibitoren ein breites Anwendungsspektrum für kardiovaskuläre Erkrankungen.
2.2 Angiotensin-Converting Enzyme (ACE)
Das ACE wurde Mitte der 50er Jahre des letzten Jahrhunderts von Leonard T. Skeggs im Blut-
plasma als Schlüsselkomponente des RAASs entdeckt (Skeggs et al., 1956). Das Enzym stellt
eine der wichtigsten Zielkomponenten für die Therapie von kardiovaskulären Erkrankungen
dar.
2.2.1 Aufbau und Vorkommen
Das ACE (EC 3.4.15.1) ist eine Dipeptidyl-Carboxypeptidase und kommt in zahlreichen Wir-
beltieren, wie Fischen, Vögeln, Säugetieren und Reptilien, vor (Bernstein et al., 2013). In Säu-
getieren sind zwei Isoformen, das somatische ACE (sACE) und das germinale ACE (tACE),
bekannt (Abbildung 2.4).
Das sACE ist eine Zinkmetallopeptidase, deren gereifte Form aus 1277 Aminosäureresten be-
steht und bis zu 30 % ihres Molekulargewichtes glycosyliert vorliegen kann (Acharya et al.,
2003). Es ist unter anderem an der Oberäche des vaskulären und renalen Endothels, im in-
testinalen Epithel, in Makrophagen und im Gehirn lokalisiert, wobei aufgrund der guten Vas-
kularisation hohe Konzentrationen in der Lunge detektierbar sind (Sturrock et al., 2004).
Das Protein besteht aus einer einzigen Polypeptidkette und gliedert sich in einen kleine-
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Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der germinalen (oben) und somatischen (unten) Iso-
form des ACEs (modizierte Darstellung nach Coates (2003))
ren intrazellulären Abschnitt, bestehend aus einem C-terminalen zytosolischen und einem
hydrophoben transmembranen Bereich, und einem wesentlich größeren extrazellulären Ab-
schnitt (Riordan, 2003). Wie in Abbildung 2.4 ersichtlich, verankert ein kurzer Abschnitt das
C-terminale Ende der Peptidase an der apikalen Membran von Gefäßendothelzellen (Coates,
2003). Das sACE weist insgesamt eine ellipsoide Form mit einer zentralen Vertiefung auf, die
den extrazellulären Bereich in zwei strukturell ähnliche Untereinheiten, die C- und N-Domäne,
aufteilt (Abbildung 2.5). Die 612 Aminosäurereste lange N-terminale Domäne ist durch einen
15 Aminosäurereste langen Interdomänenabschnitt mit der 650 Aminosäurereste großen C-
terminalen Domäne verlinkt (Riordan, 2003). Das sACE zeigt deutliche Anzeichen für eine
Genduplikation in seiner Evolutionsgeschichte (Hubert et al., 1991). Die hohe Sequenzidenti-
tät von ca. 60 % der N-Domäne zu dem entsprechenden Segment der C-Domäne stützt diese
These (Soubrier et al., 1988). Beide Domänen sind katalytisch aktiv und besitzen jeweils ein
über das Aminosäurereste-Motiv His-Glu-Met-Gly-His (HEMGH) und ein Wassermolekül ko-
ordiniertes Zinkion, welches unerlässlich für die Katalyse des Enzyms ist (Ehlers and Riordan,
1991). Bis auf Pferde, bei denen der Methioninrest durch ein Isoleucinrest ersetzt ist, besit-
zen alle ACE-Formen von Säugetieren ein HEMGH-Motiv zur Zinkkomplexierung (Bernstein
et al., 2013).
Das membrangebundene Enzym kann von der endothelialen Zelloberäche zwischen den
Aminosäureresten Arg1203 und Ser1204 durch ACE-Sheddasen vom Membrananker abgespal-
ten werden, so dass eine 1203 Aminosäurereste große lösliche Form ins Plasma sekretiert wird
(Abbildung 2.5). Das lösliche ACE stellt allerdings mit weniger als 2 % des Gesamt-ACEs eine
Minorkomponente dar (Levitt and Schoemaker, 2006), dessen Funktion weitestgehend unge-
klärt ist (Acharya et al., 2003). Woodman et al. (2000) zeigten, dass die Sekretionsrate des sACEs
im Vergleich zur Spaltung des tACEs deutlich geringer ist, was zu der Annahme führte, dass
die N-Domäne einen negativen Einuss auf die Abspaltung des sACEs besitzt. Zudem wurde
nach Versuchen mit genetisch modizierten ACE-Formen (CC- und CN-ACE-Mutationen) die
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Abbildung 2.5: Modell des humanen membranständigen somatischen ACEs nach 3D-
elektronenmikroskopischen Aufnahmen von porcinem ACE (Netz) und ver-
fügbaren Röntgenkristallstrukturen des humanen ACEs. Die membranständi-
ge ACE-Sheddase und ihre Spaltstelle zur Freisetzung der löslichen ACE-Form
sind schematisch dargestellt (Abbildung aus Bernstein et al. (2013))
These aufgestellt, dass es in der C-Domäne ein Erkennungsmotiv für die Sheddase gibt, wel-
ches in der N-Domäne nicht vorkommt und durch die N-Domäne verdeckt wird (Woodman
et al., 2005, 2006).
Das tACE besteht aus 732 Aminosäuren, besitzt ein Molekulargewicht von ca. 95 kDa und
wird ausschließlich in männlichen Keimzellen exprimiert. Mit Ausnahme der ersten 67 N-
terminalen Aminosäurereste ist das tACE identisch mit der C-Domäne des sACEs (Ehlers
et al., 1989). Das tACE besitzt somit nur ein aktives Zentrum in dem ein Zinkion koordiniert
ist (Abbildung 2.4). Die spezische Funktion des tACEs ist noch nicht komplett bekannt. Je-
doch konnten Fuchs et al. (2005) an genmodizierten männlichen Mäusen mit selektiver tACE-
Inaktivierung (durch Punktmutation des HEMGH-Motivs) demonstrieren, dass die Anzahl der
Nachkommen trotz gleicher Paarungsrate im Gegensatz zu den männlichen Wildtyp-Mäusen
deutlich gesenkt wurde. Somit könnte enzymatisch aktives tACE eine Rolle bei der männlichen
Fertilität spielen. Angesichts dieser Vermutung, ist es erwähnenswert, dass es im Gegensatz
zu älteren antihypertensiven Medikamenten keine Berichte über negative Eekte von ACE-
Hemmern auf die Fortpanzungsfähigkeit von männlichen Patienten gibt (Manolis and Dou-
mas, 2008). Dies könnte daran liegen, dass mit der verabreichten Dosis der ACE-Inhibitoren
das tACE nicht vollständig gehemmt wird (Bernstein et al., 2013). Da das tACE nicht an der
Blutdruckregulierung beteiligt ist, wird der Fokus im Folgenden auf das sACE gelegt.
11
2 Theorie
2.2.2 Funktionen des somatischen ACEs
Das ACE katalysiert vor allem die Hydrolyse von Dipeptiden vom C-Terminus von Oligopepti-
den. Zudem kann es in speziellen Fällen auch Tripeptide sowohl vom C- als auch N-terminalen
Ende des Substrates abspalten, wie z. B. das zur Fertilität beitragende Luteinisierende Hormon
Releasing Hormon (Skidgel and Erdös, 1985). Aufgrund seines relativ unspezischen Charak-
ters ist das ACE in der Lage eine Vielzahl an Substraten in vitro zu spalten.
Derzeit ist bekannt, dass die Peptide Angiotensin I, Bradykinin und das Tetrapeptid N-Acetyl-
Ser-Asp-Lys-Pro (AcSDKP) auch in vivo als Substrate des sACEs fungieren (Bernstein et al.,
2013). Die zentrale Funktion des sACEs in vivo ist die Regulation des Blutdrucks durch die
Hydrolyse von Angiotensin I zum potenten Vasokonstriktor Angiotensin II durch die Abspal-
tung des C-terminalen Dipeptids Histidyl-leucin und der Metabolismus des vasodilatorisch
agierenden Bradykinins in seine inaktiven Fragmente Bradykinin 1-7 und Bradykinin 1-5 (Ka-
pitel 2.1.1). Das Enzym ist weiterhin in die Blutzellproduktion, -dierenzierung und die Fi-
broblastenproliferation eingebunden, da AcSDKP, ein peptidischer Regulator des blutbilden-
den Systems, ein weiteres Substrat des sACEs darstellt (Rousseau et al., 1995). Dabei inhibiert
AcSDKP den Eintritt blutbildender Stammzellen in die S-Phase des Zellzyklus (Michaud et al.,
1997). Um zu demonstrieren, dass dieses Substrat auch in vivo vom ACE gespalten wird, wurde
acht Probanden je 50 mg Captopril oral appliziert. Der AcSDKP-Plasmaspiegel stieg um das 4-
bis 8,5-fache nach Gabe des ACE-Inhibitors an. Dies konnte beweisen, dass die Substrathydro-
lyse auch in vivo stattndet (Azizi et al., 1996).
Das Enzym ist scheinbar auch in die Funktionen des Gehirns und zentralen Nervensystems
involviert. Alzheimer ist mit einem erhöhtem Spiegel von Amyloid-β-Peptid 1-42 assoziiert.
Das ACE ist in der Lage das Amyloid-β-Peptid zu hydrolysieren, was für die Plaquebildung
im Gehirn verantwortlich ist. Eine Studie an transgenen Mäusen bestätigte, dass die Gehalte
an löslichen und unlöslichen Amyloid-β-Peptid 1-42 im Gehirn im Vergleich zur Alzheimer-
Mäusegruppe durch die Überexpression von ACE in Myelomonozyten deutlich abnahm. An-
hand von labyrinthbasierten Verhaltenstests wurden die kognitiven Fähigkeiten der Tiere be-
wertet. Es zeigte sich, dass der kognitive Rückgang bei den ACE-überexprimierten Mäusen
praktisch verhindert werden konnte (Bernstein et al., 2014).
Ferner wird das ACE auch im Gastrointestinaltrakt exprimiert, wo es wahrscheinlich an der
Metabolisierung von Proteinen bzw. Peptiden beteiligt ist (Bernstein et al., 2013).
2.2.3 ACE-Domänen
Die Entstehung des sACEs, mit seinen beiden Domänen, wird auf eine 350–550 Millionen Jahre
zurückliegende Genduplikation zurück geführt (Hubert et al., 1991). Das Vorhandensein zwei-
er aktiver Zentren in einem Enzym ist keine Seltenheit. Viele Gene durchlaufen im Laufe der
Evolution eine Genduplikation, wobei es selten ist, dass diese dauerhaft in das Genom einer
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Spezies eingebaut wird (Bernstein et al., 2013). Trotz der hohen Aminosäurehomologie der Do-
mänen (Soubrier et al., 1988) von> 60 % existieren strukturelle und funktionelle Unterschiede
zwischen den beiden aktiven Zentren (Bernstein et al., 2011). Das Vorhandensein der beiden
Domänen spricht dafür, dass sie unterschiedliche biologische Funktionen erfüllen (Bernstein
et al., 2013). Im Folgenden werden Unterschiede zwischen den Domänen des ACEs erläutert.
Thermostabilität der ACE-Domänen
Die ACE-Domänen weisen eine unterschiedliche Thermostabilität auf. Voronov et al. (2002)
bestimmten mittels dynamischer Dierenzkalorimetrie-Messungen, dass die N-Domäne mit
einer Denaturierungstemperatur von 70,5 °C stabiler ist als die C-Domäne mit einer Denatu-
rierungstemperatur von 55 °C. Zu diesem Unterschied kann einerseits der höhere Glycosylie-
rungsgrad der N-Domäne als auch die unterschiedliche Primärstruktur der Domänen beitra-
gen. Von den 17 bekannten potentiellen N-Glycosylierungstellen, die sich in der Struktur des
humanen sACEs benden, sind 10 in der N-Domäne und sieben in der C-Domäne lokalisiert
(Masuyer et al., 2014). Die Glycosylierung trägt essentiell zur Faltung und Stabilität des ACEs
bei. Der höhere Anteil an α-Helices und Prolinresten in der Region 29–133 der N-Domäne im
Vergleich zur Region 633–734 der C-Domäne resultiert ebenfalls in einer höheren Thermosta-
bilität.
Chloridabhängigkeit der ACE-Domänen
Chloridionen sind nicht essentielle Aktivatoren des ACEs. Die C- und N-Domäne weisen si-
gnikante Unterschiede in ihrer Chloridabhängigkeit auf. Die optimale Chloridkonzentration
ist jedoch stark vom jeweiligen Substrat abhängig. Der Einuss der Chloridkonzentration auf
die Hydrolyse des synthetischen Substrats Hippuryl-histidyl-leucin (HHL) ist am stärksten
ausgeprägt (Yates et al., 2014). Wie aus Tabelle 2.2 ersichtlich, wird die Umsetzung von Angio-
tensin I dagegen weniger von der Chloridkonzentration im Medium beeinusst.
Tabelle 2.2: Optimum der Chloridkonzentration für die Hydrolyse verschiedener Substrate
durch die C- und N-Domäne des humanen ACEs
Substrat Choridoptimum Literaturstelle
C-Domäne (mM) N-Domäne (mM)
HHL 800 10 Wei et al. (1991)
Angiotensin I 30 10 Wei et al. (1991)
AcSDKP 300 50–100 Rousseau et al. (1995)
Physiologisch spielt die Änderung der Chloridkonzentration nicht in allen Geweben eine Rol-
le. Das sACE ist vor allem auf der Oberäche von vaskulären Endothelzellen lokalisiert. Im
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umgebenden Blutplasma ändert sich der homöostatisch auf ca. 100 mM regulierte Chloridge-
halt nur geringfügig und sollte damit auf die Substratumsetzung nur wenig Einuss besitzen
(Masuyer et al., 2014). Allerdings kommt das sACE auch in anderen Geweben vor. Im Gehirn,
wo das RAAS die Lern- und Gedächtnisfunktionen beeinusst, variiert die Chloridkonzentra-
tion deutlicher zwischen 20 und 260 mM (Masuyer et al., 2014). Auch in der Niere benden sich
hohe Konzentrationen des ACEs. Die Chloridkonzentrationen im Urin schwanken zwischen
140 und 280 mmol/Tag. Rushworth et al. (2008) postulierten deshalb, dass die Niere über die
Chloridionensensitivität des ACEs den Gehalt an blutdruckregulierenden Peptiden im Körper-
kreislauf reguliert.
Der erhöhte Chloridbedarf der C-Domäne gegenüber der N-Domäne kann durch die Anzahl
der Chloridbindungstaschen erklärt werden, von denen insgesamt drei im sACE vorhanden
sind (Rushworth et al., 2008). Zwei Chloridionen benden sich im Bereich der C-Domäne. Ab-
bildung 2.6 zeigt die Chloridbindungstasche 1 und das über die drei Aminosäurereste R762,
W1061, R1065 und ein Wassermolekül (R186, W485 und R486 im tACE) gebundene Chloridi-
on, welches in einer hydrophoben Hülle aus vier Tryptophanresten eingeschlossen ist (Natesh
et al., 2003). In der N-Domäne bendet sich an dieser Position keine Chloridbindungstasche.
Als Grund wird der Histidinrest H164 gesehen, der sich anstelle des Argininrestes R762 in der
N-Domäne bendet (Corradi et al., 2006). Die zweite Chloridbindungsstelle ist von zentraler
Bedeutung für die Chloridabhängigkeit der ACE-Aktivität und ist näher am Zinkion im akti-
ven Zentrum der C- und N-Domäne lokalisiert. Die Aminosäurereste R1098 und Y800 in der
C-Domäne (R522 und Y224 im tACE) bzw. R500 und Y202 in der N-Domäne und je ein Was-
sermolekül koordinieren das Chloridion (Natesh et al., 2003).
Wei et al. (1992) postulierten, dass die Bindung von Chloridionen eine Stabilisierung des En-
zym-Substrat-Komplexes bewirkt. Um die enge Beziehung zwischen der Chloridabhängigkeit
und der Substratzusammensetzung zu untersuchen, führten Yates et al. (2014) zahlreiche Ex-
perimente mit ACE-Mutanten durch. Es zeigte sich, dass der Argininrest R522 in der Chlorid-
bindungstasche 2 der C-Domäne bzw. R500 in der N-Domäne indirekt mit dem zinkbindenden
Glutaminsäurerest E411 und dem Tyrosinrest Y523 (E389 und Y501 in der N-Domäne) intera-
giert und damit das aktive Zentrum beeinusst, indem es den Enzym-Substrat-Übergangszu-
stand stabilisiert.
Yates et al. (2014) konnten weiterhin nachweisen, dass die Chloridkoordination von R522 in
der C-Domäne durch eine ionische Wechselwirkung des Glutaminsäurerestes E403 mit dem
Lysinrest K118 reduziert wird (Abbildung 2.7). Diese Interaktion spielt eine wichtige Rolle für
die Reduktion der Chloridanität in der Chloridbindungstasche 2. Diese Wechselwirkung ist
in der N-Domäne nicht vorhanden und könnte die verminderte Chloridabhängigkeit der N-
Domäne erklären. Weiterhin beeinusst die Größe des Substrates und die Wechselwirkungen
mit den Substratbindungsstellen (S2’ bis Sx) des Enzyms die Chloridabhängigkeit der hydro-
lytischen Spaltung. Angiotensin I und andere Oligopeptide binden in die S2-Bindungstasche
14
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Abbildung 2.6: Chloridbindungstaschen 1 und 2 der ACE-Domänen (Abbildung aus Masuyer
et al. (2014))
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Abbildung 2.7: Schema zum Einuss der Chloridionen (grün) auf die Substratbindung von
Substraten mit (rechte Abbildung) und ohne Wechselwirkung mit der S2-Bind-
ungstasche (linke Abbildung) in das aktive Zentrum der C-Domäne des ACEs.
Die ionische Wechselwirkung des Glutaminsäurerests E403 mit dem Lysinrest
K115 ist in rot dargestellt (Abbildung modiziert nach Masuyer et al. (2014))
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und unterbrechen damit die Wechselwirkung zwischen E403 und K118. Damit erhöht sich
die Chloridanität durch einen verbesserten Zugang des Chloridions in die Bindungstasche
(Abbildung 2.7). Die Hydrolyse von HHL ist dagegen hochgradig chloridabhängig. Die Bin-
dung des Substrates in die S2’- bis S1-Substratbindungstaschen hat damit keinen Einuss auf
die Wechselwirkung von E403 und K118. Dies reduziert die Zugänglichkeit des Cofaktors zur
Chloridbindungsstelle und erklärt vermutlich die hohe Chloridabhängigkeit der Hydrolyse des
Tripeptidanalogons (Abbildung 2.7).
2.2.4 Substrate der ACE-Domänen
Trotz der strukturellen Ähnlichkeiten der C- und N-Domäne weisen diese unterschiedliche
Substratspezitäten auf (Bernstein et al., 2011). Die physiologischen Substrate Angiotensin I
und Bradykinin können von beiden Domänen umgesetzt werden. Allerdings konnten in vi-
tro-Experimente zeigen, dass die Domänen eine vergleichbare Anität zum Angiotensin I
besitzen, aber die C-Domäne stärker an der Hydrolyse von Angiotensin I zu Angiotensin II
beteiligt ist (Tabelle 2.3).
Tabelle 2.3: Anität und katalytische Ezienz der Umsetzung natürlicher Substrate durch die
C- und N-Domäne des sACEs
Substrat C-Domäne N-Domäne Literaturstelle
Km-Wert kcat/Km Km-Wert kcat/Km
(µM) (µM-1s-1) (µM) (µM-1s-1)
Angiotensin I 18 1,9 15 0,7 Wei et al. (1991)
Bradykinin 0,24 33 0,54 9 Jaspard et al. (1993)
AcSDKP 39 0,01 31 0,4 Rousseau et al. (1995)
LH-RH 160 5 235 36 Jaspard et al. (1993)
Fuchs et al. (2004) demonstrierten an Mäusen mit einer selektiv inaktivierten N-Domäne und
einer intakten C-Domäne, dass die Genmutation der N-Domäne keinen Eekt auf den Blut-
druck der Tiere besitzt. Ebenso waren der Renin- und Angiotensin II-Spiegel vergleichbar
mit dem von Wildtyp-Tieren. Unter steady state-Konditionen ist demnach die C-Domäne für
den größten Teil der Angiotensin II-Produktion verantwortlich. Zum Erhalt eines funktionie-
renden RAASs war damit keine Kompensation durch eine erhöhte Reninaktivität und einen
erhöhten Angiotensin I-Spiegel notwendig. Damit ist die C-Domäne theoretisch stärker an
der Blutdruckregulation beteiligt. Dies bestätigten die Studien mit genmodizierten Mäusen
mit einer inaktiven C-Domäne und einer aktiven N-Domäne. Diese Tiere zeigten ebenfalls
einen normalen Blutdruck und Angiotensin II-Spiegel, allerdings induzierte die inaktive C-
Domäne eine 3-fache Erhöhung der Reninaktivität und damit verbunden einen 7,5-fach er-
höhten Angiotensin I-Spiegel. Diese Studie weist wie die in vitro-Experimente darauf hin, dass
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die N-Domäne weniger Angiotensin II produziert, was zu einer Steigerung der Reninaktivi-
tät führt (Fuchs et al., 2008).Deddish et al. (1998) konnten für die Hydrolyse des Bradykinins
durch die ACE-Domänen eine vergleichbare Umsatzgeschwindigkeit für die Domänen nach-
weisen. Beim Einsatz von je 100 µM Substrat und 2 nM Enzym im Assay setzte die C-Domäne
0,07 nmol/min und die N-Domäne 0,06 nmol/min Bradykinin um. Die Anität der C-Domäne
zum Bradykinin war bei den Studien von Jaspard et al. (1993) um den Faktor 2 niedriger als
die der N-Domäne (Tabelle 2.3).
Für das Peptid N-Acetyl-Ser-Asp-Lys-Pro (AcSDKP), ein Regulator des blutbildenden Systems,
konnten ähnliche Km-Werte für beide Domänen bestimmt werden. Allerdings wurde das Sub-
strat bevorzugt von der N-Domäne hydrolysiert, so dass die katalytische Ezienz der N-
Domäne 40 mal höher war als die der C-Domäne (Tabelle 2.3). Die katalytische Ezienz ist
ein Maß für die Substratspezität und wird aus dem Quotient kcat und Km berechnet (Cope-
land, 2013). Die N-Domäne des ACEs ist damit primär für die Umsetzung von AcSDKP in vitro
verantwortlich. Auch die Ergebnisse mit N-Domänen-Knockout Mäusen bestätigten eine er-
höhte Konzentration des Peptids im Urin und im Plasma im Vergleich zu den Wildtyp-Mäusen
(Fuchs et al., 2004). Eine Injektion des N-domänenspezischen Inhibitors RXP407 induzierte
in Mäusen eine dosisabhängige Steigerung der AcSDKP-Plasmakonzentration bis zu einem
Plateau des 4- bis 6-fachen Ursprungsgehaltes (Junot et al., 2001). Auch das Luteinisierende
Hormon Releasing Hormon (LH-RH), und das Angiotensin Fragment (1-7) werden bevorzugt
von der N-Domäne des ACEs umgesetzt.
Die Domänen des sACEs können auch gegenüber synthetischen Substraten unterschiedliche
Spezitäten aufweisen. So beschreiben Araujo et al. (2000) und Bersanetti et al. (2004) synthe-
tische Substrate, die aufgrund ihrer Struktur, präferiert von einem aktiven Zentrum, gespalten
werden. Das N-domänenspezische Substrat Abz-SDK(Dnp)P-OH ist strukturell an das na-
türliche Substrat AcSDKP angelehnt, welches bevorzugt von der N-Domäne gespalten wird
(Araujo et al., 2000). Tabelle 2.4 gibt die kinetischen Parameter der Substratspaltung der C-
und N-Domäne sowie des gesamten ACEs wieder. Während die Anität (Km-Wert) der Do-
mänen zu dem Substrat relativ ähnlich ist, ist die katalytische Ezienz der N-Domäne über
350 mal größer als die der C-Domäne. Die hohe katalytische Ezienz der N-Domäne zum Sub-
strat Abz-SDK(Dnp)P-OH beweist dessen Selektivität. Das Substrat Abz-LFK(Dnp)-OH wird
Tabelle 2.4: Kinetische Parameter der Hydrolyse des FRET-Substrates Abz-SDK(Dnp)P-OH
durch ACE-Mutanten mit einer intakten C- und N-Domäne und durch das soma-
tische ACE (Araujo et al., 2000)
Domäne Km (µM) kcat (s-1) kcat/Km (L· µmol-1· s-1)
C 32 0,1 0,003
N 22 24,6 1,1
C+N 17 44,2 2,6
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dagegen vorrangig von der C-Domäne hydrolysiert (Tabelle 2.5). Sowohl durch die größe-
re Anität der C-Domäne zum Substrat, als auch durch die höhere Wechselzahl kcat ist die
katalytische Ezienz der C-Domäne ca. 70-fach größer als die der N-Domäne. Das Substrat
Abz-FRK-Dnp-OH kann hingegen zur Bestimmung der Gesamtaktivität des sACEs verwendet
werden, da es von beiden aktiven Zentren mit ähnlicher Ezienz umgesetzt wird (Tabelle 2.6).
Tabelle 2.5: Kinetische Parameter der Hydrolyse des FRET-Substrates Abz-LFK(Dnp)-OH
durch ACE-Mutanten mit einer intakten C- und N-Domäne und durch das soma-
tische ACE (Araujo et al., 2000)
Domäne Km (µM) kcat (s-1) kcat/Km (L· µmol-1· s-1)
C 2,2 80,8 36,7
N 7,7 3,9 0,5
C+N 3,9 82,6 20,8
Tabelle 2.6: Kinetische Parameter der Hydrolyse des FRET-Substrates Abz-FRK(Dnp)P-OH
durch ACE-Mutanten mit einer intakten C- und N-Domäne und durch das soma-
tische ACE (Araujo et al., 2000)
Domäne Km (µM) kcat (s-1) kcat/Km (L· µmol-1· s-1)
C 2,7 69,2 25,6
N 3,4 54,9 16,2
C+N 17 210 52,6
Die Unterschiede in den Substratbindungsstellen der ACE-Domänen könnten für die Substrat-
spezitäten verantwortlich sein (Kröger et al., 2009). Laut Acharya et al. (2003) ist in der S2-
Bindungstasche der N-Domäne der Asparaginrest N494 lokalisiert, welcher glycosyliert vor-
liegen kann. Durch die sterische Hinderung des Kohlenhydratrestes könnte eine erschwerte
Anlagerung von größeren Polypeptiden wie Angiotensin I an die N-Domäne erklärt werden,
denn in der C-Domäne ist an dieser Position ein Serinrest vorhanden. Neben der unterschied-
lichen Primärstruktur kann auch eine andere Sekundärstruktur der ACE-Domänen zu ande-
ren Bindungsmöglichkeiten für die Substrate führen. Corradi et al. (2006) zeigen an einem
Strukturmodell des somatischen ACEs, dass die N-Domäne eine Art Deckelstruktur besitzt,
welche den Eingang zum aktiven Zentrum bedeckt und zur Spezität der Domäne beitragen
könnte (Natesh et al., 2003). Für C-Domänenmutanten, bei denen diese Region durch eine N-
Domänen ähnliche Deckelstruktur ersetzt wurde, konnte eine deutliche Präferenz für bekann-
te N-domänenspezische Substrate nachgewiesen werden (Marcic et al., 2000). Dieser Bereich
der Domänen könnte neben dem katalytischen Zentrum und den Substratbindungstaschen




ACE-Inhibitoren werden häug bei der Therapie von Hypertonie eingesetzt. Captopril wurde
1981 als erster synthetischer ACE-Hemmer als Arzneimittel zugelassen. Mit Erforschung des
Enzyms wurden auch die Hemmstoe stetig weiterentwickelt (Acharya et al., 2003). Ein neuer
Ansatz stellt die Entwicklung domänenspezischer ACE-Inhibitoren dar. Neben synthetischen
ACE-Inhibitoren wurden auch Lebensmittelinhaltsstoe mit blutdrucksenkendem Potential
gefunden. Im Folgenden werden diese drei Wirkstoklassen näher betrachtet.
2.3.1 Synthetische ACE-Inhibitoren
Die essentielle Rolle des Zinkions für die Katalyse des sACEs führte zu der Annahme, dass
sACE einen ähnlichen Wirkmechanismus, wie die zinkabhängige Carboxypeptidase A besitzt,
von der die Kristallstruktur bereits bekannt war (Cushman et al., 1977). Später konnte diese
These zwar widerlegt werden, weil die Carboxypeptidase A über ein HXXE-Zinkbindungs-
motiv verfügt, jedoch konnten die ACE-Inhibitoren anhand dieses Modells weiterentwickelt
werden.
Die Beobachtung, dass das Gift der südamerikanischen Lanzenotter Bothrops jararaca ein ACE-
inhibierendes Potential besitzt, war ein weiterer Fortschritt in der Entwicklung der ACE-
Inhibitoren (Ferreira, 1965). Die Struktur-Wirkungs-Studien der im Gift enthaltenen Oligo-
peptide ergaben, dass die C-terminale Peptidsequenz Ala-Pro die ACE-Hemmung begünstigt.
Für eine bessere Interaktion mit dem aktiven Zentrum und eine Steigerung der Bioverfügbar-
keit wurde eine zinkbindende Gruppe in den Wirksto eingebaut. Das unter Einbeziehung der
C-terminalen Sequenz Ala-Pro entwickelte Methylsuccinyl-Prolin zeigte einen IC50-Wert von
22 µM. Das durch den Austausch der Carboxylgruppe gegen eine Thiolgruppe resultierende
Captopril mit einem IC50-Wert von 23 nM war der erste klinisch zugelassene ACE-Inhibitor.
Nach oraler Gabe besitzt Captopril eine Bioverfügbarkeit von ca. 60 %. Als Grund für die niedri-
ge Bioverfügbarkeit wird die im Molekül vorhandene oxidationsanfällige Thiolgruppe verant-
wortlich gemacht (Acharya et al., 2003). Zusätzlich traten bei der Gabe von Captopril Neben-
wirkungen, wie Geschmacksverlust oder Hautschwellungen auf. Auch hier wurde als mögli-
che Ursache die Thiolgruppe gesehen (Acharya et al., 2003). Aus diesem Grund kamen wieder
Inhibitoren mit einer zinkbindenden Carboxylgruppe zum Einsatz. Daraus abgeleitet wurden
die Tripeptidanaloga Enalapril und Lisinopril entwickelt (Abbildung 2.8). Beide besitzen einen
IC50-Wert im nM-Bereich, wobei Lisinopril den potenteren Inhibitor darstellt (Tabelle 2.7).
Heute sind in Deutschland zehn verschiedene ACE-Hemmer im klinischen Einsatz (DIMDI,
2016). Die Substanzen sind strukturell sehr heterogen und unterscheiden sich deshalb in ihrer
Absorption, in ihrer Wirkdauer, der Plasmaproteinbindung, in ihrer Halbwertszeit und Me-
tabolisierung. Die maximalen Plasmakonzentrationen der Wirkformen werden nach circa 1






















Abbildung 2.8: Strukturen der synthetischen ACE-Inhibitoren
Tabelle 2.7: Pharmakokinetische Parameter klinisch geprüfter synthetischer ACE-Inhibitoren
(Abbildung 2.8)
Inhibitor IC50 (nM) Maximum hypo- Protein- Serum
tensiver Eekt (h) bindung (%) Halbwertszeit (h)
Captopril 23 1–1,5 25–30 <2
Lisinopril 0,6 6 10 13
Enalapril 5,4 4–6 50 11
Ramipril 5,0 3–6 73 13–17
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Stunden (Tabelle 2.7). Die Ausscheidung der ACE-Hemmer erfolgt überwiegend über die Nie-
re. Eine Gemeinsamkeit aller ACE-Inhibitoren ist, dass sie ins aktive Zentrum binden und das
Zinkion komplexieren, so dass es nicht mehr als Lewissäure fungieren kann. Eine spezische-
re Hemmung ist aber durch die alleinige Chelatierung des Zinkions nicht möglich. Dafür sind
die Wechselwirkungen der funktionellen Gruppen der Hemmstoe (P2’ bis Px) mit den Sub-
stratbindungsstellen des ACEs (S2’ bis Sx) unerlässlich.
Trotz der stetigen Verbesserung der ACE-Inhibitoren treten weiterhin bei 5–35 % der Pati-
enten unerwünschter trockener Husten (Dicpinigaitis, 2006) und bei 0,1–0,5 % Angioödeme
auf (Adam et al., 2002). Als Ursache der Nebenwirkungen wird die Anreicherung des ACE-
Substrates Bradykinin durch die Inhibierung des ACEs angenommen. Durch Bradykinin wird
unter anderem die Produktion von Prostaglandinen angeregt, welche auf das Entzündungsge-
schehen, die Schmerzsensibilisierung und die Temperaturerhöhung im Körper wirken (Schmidt
and Lang, 2007). Weiterhin zeigen die Daten von Adam et al. (2002), dass niedrige Plasmakon-
zentrationen der Aminopeptidase P, welche ebenfalls Bradykinin hydrolysiert, ein Risikofak-
tor für die Entwicklung von Angioödemen bei Patienten darstellen können.
2.3.2 Domänenspezifische ACE-Inhibitoren
Der Einsatz von synthetischen ACE-Hemmern ist eine häug eingesetzte Therapie bei Hy-
pertonie und deren Folgeerkrankungen. Allerdings treten bei Patienten häug unerwünschte
Nebenwirkungen auf, welche auf die Bradykininanreicherung durch eine unselektive Inhi-
bierung der ACE-Domänen zurückzuführen ist (Dicpinigaitis, 2006). Es ist bekannt, dass die
C-Domäne des sACEs das natürliche Substrat Angiotensin I ezienter zum Vasokonstriktor
Angiontensin II abbaut als die N-Domäne, während Bradykinin von beiden aktiven Zentren
mit ähnlicher katalytischer Ezienz gespalten wird (van Esch et al., 2005; Fuchs et al., 2008).
Die derzeit verwendeten ACE-Hemmer weisen eine eher unselektive Inhibierung der beiden
ACE-Domänen auf (Tabelle 2.8), was die Bradykininanreicherung im Körper erklären könn-
te. Es wird daher angenommen, dass die Behandlung mit C-domänenselektiven Inhibitoren
zu einer eektiven Blutdrucksenkung durch Hemmung der Angiotensin I-Spaltung führt und
gleichzeitig die unerwünschten Nebenwirkungen aufgrund des Bradykininabbaus durch die
N-Domäne reduziert werden können (Kröger et al., 2009). Für einige der klassischen ACE-
Inhibitoren lässt sich allerdings ein geringes Maß an Domänenselektivität erkennen (Tabel-
le 2.8). Für Captopril wurde festgestellt, dass es schwach bevorzugt die N-Domäne inhibiert,
währenddessen Lisinopril und Enalapril die C-Domäne präferieren. Obwohl die geringe Selek-
tivität klinisch unbedeutend ist, so sind diese Unterschiede doch strukturell interessant, um
hochselektive Inhibitoren zu entwickeln.
Nicht nur die C-domänenspezische Hemmung auch die selektive Inhibierung der N-Domäne
könnte neue therapeutische Möglichkeiten erönen. Das Substrat AcSDKP, wird vor allem
durch die N-Domäne hydrolysiert und ist ein peptidischer Regulator des blutbildenden Sys-
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Tabelle 2.8: Inhibitorkonstanten von synthetischen und natürlichen ACE-Inhibitoren für die
Hemmung der C- und N-Domäne des ACEs
Substanz Ki-Wert Selektivitäts- Literaturstelle
C-Domäne N-Domäne faktor
C-domänenselektive Hemmer
RXPA380 3 nM 10000 nM 3300 Georgiadis et al. (2004)
Keto-ACE 0,05 µM 1,5 µM 30 Watermeyer et al. (2008)
kAW 0,7 µM 854 µM 1258 Watermeyer et al. (2008)
Lisinopril-Trp 7 µM »500 µM > 100 Nchinda et al. (2006)
BPPa 1 nM 100 nM 100 Cotton et al. (2002)
BPPb 30 nM 10 µM 333 Cotton et al. (2002)
BPP2 1,5 nM 200 nM 133 Cotton et al. (2002)
N-domänenselektive Hemmer
RXP407 25 µM 12 nM 2080 Dive et al. (1999)
33RE 10 µM 11 nM 927 Douglas et al. (2014)
Klassische ACE-Hemmer
Lisinopril 0,3 nM 6,6 nM 20 Michaud et al. (1997)
Captopril 2,0 nM 0,4 nM 5 Michaud et al. (1997)
Enalapril 6,3 nM 26,0 nM 4 Wei et al. (1992)
tems und der Fibroblastenproliferation (Masuyer et al., 2012). Eine Hemmung der N-Domäne
würde zu einem Anstieg der AcSDKP-Plasmakonzentration führen, ohne den Bradykinin-
und Angiotensin I-Metabolismus der C-Domäne zu beeinussen. Die reduzierte Spaltung des
AcSDKP könnte gesunde hämatopoetische Stammzellen schützen und damit bei Chemothera-
pien Anwendung nden (Michaud et al., 1997). Weiterhin könnten N-domänenselektive Inhi-
bitoren bei Gewebsverletzungen und brotischen Erkrankungen eingesetzt werden ohne sich
auf die Blutdruckregulation auszuwirken (Douglas et al., 2014). Aufgrund des klinischen Po-
tentials von domänenselektiven ACE-Inhibitoren rücken diese Substanzen immer mehr in den
Fokus der Forschung.
In der Literatur sind Inhibitoren mit ausgeprägter C-Domänenselektivität wie das Lisinopril-
derivat Lisinopril-Tryptophan (Watermeyer et al., 2010), das Peptidderivat kAW ((5S)-5-[(N-
benzoyl)-amino]-4-oxo-6-phenylhexanoyl-L-Tryptophan) (Watermeyer et al., 2008) oder das
Phosphinsäurepeptid RXPA380 (Kröger et al., 2009) beschrieben worden (Abbildung 2.9). Mit
Hilfe von Kristallstrukturen der Enzym-Inhibitor-Komplexe konnten Strukturmerkmale von
Inhibitoren identiziert werden, welche zu einer C- oder N-Domänenspezität beitragen. Die
erforderlichen Merkmale nach Acharya et al. (2003) sind in Tabelle 2.9 zusammengefasst. Eine
voluminöse, sperrige Gruppe in P1-Position des Inhibitors erhöht zum Beispiel die Wechsel-
wirkung mit dem aktiven Zentrum der C-Domäne. Die C-domänenselektiveren Inhibitoren
wie Lisinopril, Enalapril, Keto-ACE, kAW und auch RXPA380 besitzen beispielsweise in der


















































Abbildung 2.9: Strukturen der domänenselektiven ACE-Inhibitoren
Tabelle 2.9: Strukturelle Merkmale von ACE-Inhibitoren für eine C- oder N-Domänen-
selektivität nach Acharya et al. (2003)
Domäne P2 P1 P1’ P2’








N-Domäne Säuregruppe amidierte Carboxylgruppe
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C-Domänenselektivität erklären (Watermeyer et al., 2008), (Abbildung 2.9). Weiterhin wird die
Bindung des Inhibitors in die S2’-Substratbindungstaschen der C-Domäne durch hydrophobe
Wechselwirkungen mit der P2’-Position des Inhibitors stabilisiert. Anhand von Kristallstruk-
turaufnahmen konnte gezeigt werden, dass in der S2’-Bindungstasche der C-Domäne zwei
Valinreste (V379 und V380) vorhanden sind, welche in der N-Domäne gegen die hydrophi-
leren Serin- und Threoninreste S357 und T358 ausgetauscht sind. Die Inhibitoren RXPA380,
kAW und das Lisinopril-Analogon LisW besitzen alle einen Tryptophanrest am C-Terminus
(Abbildung 2.8 und 2.9). Dieser kann hydrophobe Wechselwirkungen mit den zwei Valinres-
ten der S2’-Substratbindungstasche der C-Domäne eingehen, welche in der N-Domäne durch
die hydrophilere Umgebung deutlich geringer ausgeprägt sind. Dadurch kann unter anderem
die hohe C-Domänenselektivität der Inhibitoren erklärt werden (Kröger et al., 2009). Außer-
dem bewirkt die Bindung des sperrigen Pseudoprolins beim Inhibitor RXPA380 in der S1’-
Bindungstasche der C-Domäne eine Orientierung der S2’-Bindungstasche zum Tryptophan-
rest in P2’-Position. Dadurch wird die Bindung der ACE-Hemmer zusätzlich erleichtert (Re-
delinghuys et al., 2005).
Dive et al. (1999) entdeckten das peptidische Phosphinsäurederivat RXP407, welches hochs-
elektiv die N-Domänen inhibiert (Tabelle 2.8 und Abbildung 2.9). Struktur-Wirkungs-Unter-
suchungen zeigten die Bedeutung der C-terminalen Carbonsäureamid-Gruppe für die beob-
achtete N-Domänenselektivität. Weiterhin wird die N-Domänenpräferenz von RXP407 auf den
Asparaginsäurerest in P2-Position zurückgeführt, weil dieser mit einem Argininrest der S2-
Bindungstasche der N-Domäne des ACEs wechselwirkt. Innerhalb der C-Domäne ist dieser
Argininrest durch einen Glutamatrest ersetzt, was die Wechselwirkung herabsetzt (Dive et al.,
1999).
Neben den synthetischen ACE-Inhibitoren können auch natürlich vorkommende Peptide ei-
ne domänenselektive Inhibierung aufweisen. Die aus dem Gift südamerikanischen Jararaca-
Lanzenotter isolierten Bradykinin Potentiation Peptides (BPP) wurden als erste bekannte natür-
liche ACE-Inhibitoren beschrieben. Cotton et al. (2002) untersuchten verschiedene BPPs auf
ihre Hemmung der ACE-Domänen (Tabelle 2.8).






Für die Oligopeptide BPPa, BPP2 und BPPb lies sich eine starke C-Domänenselektivität be-
obachten. Das Peptid BPPb bindet ca. 300-mal besser an die C- als an die N-Domäne und ist
somit das Bradykinin Potentiation Peptid mit der höchsten C-Domänenselektivität. Auf Grund
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ihrer geringen Bioverfügbarkeit werden sie nicht zur Behandlung von Hypertonie eingesetzt.
Allerdings dienen auch hier die Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Aufklärung der domä-
nenspezischen ACE-Inhibierung (Cotton et al., 2002).
Wirkung der domänenspezifischen Inhibitoren in vivo
Die Phosphinsäurepeptide RXP407 und RXP380A sind noch nicht zur Behandlung von Hy-
pertonie zugelassen. Dies ist vor allem der schlechten Absorption der Inhibitoren nach oraler
Gabe geschuldet. Laut Dive et al. (2004) könnte dieses Problem durch intraperitoneale oder -
venöse Verabreichung der Inhibitoren umgangen werden. Diese Darreichungsform macht die
Hemmstoe für die tägliche Anwendung jedoch weniger geeignet.
Junot et al. (2001) untersuchten die Wirkung von RXP407 in vivo. Dazu wurden Mäusen ver-
schiedene Dosierungen des Inhibitors intravenös appliziert. Der Inhibitor verursachte eine si-
gnikante und dosisabhängige Erhöhung der Plasmakonzentration des N-Domänensubstrates
AcSDKP aufgrund der Hemmung der N-Domäne. Im Gegensatz dazu hatte RXP407 weder
einen Eekt auf die C-Domänenaktivität, noch auf den systolischen Blutdruck nach intrave-
nöser Gabe von Angiotensin I. Dies korrelierte mit den ex vivo Ergebnissen von van Esch et al.
(2005), die zeigten, dass RXPA380 in Schweineaortenringen die Angiotensin I-induzierte Vaso-
konstriktion verringert, während RXP407 bei Konzentrationen von < 100 µM keinen Einuss
auf die Angiotensin I-Hydrolyse aufwies.
In Tierversuchen wurde zudem festgestellt, dass die Phosphinsäurederivate trotz ihrer pepti-
dischen Struktur keiner hepatischen Metabolisierung und nur einem geringen Abbau durch
nicht spezische Plasmapeptidasen unterliegen (Dive et al., 2004). 24 Stunden nach einer in-
travenösen Infusion der radioaktiv markierten Peptide konnten 13 % der Peptide im Urin und
65 % in der Fäzes der Tiere nachgewiesen werden (Georgiadis et al., 2003). Eine mögliche Er-
klärung für das unerwartete Ausbleiben einer schnellen Metabolisierung könnte die starke
negative Ladung der Phosphinsäuregruppe sein, die sowohl die Aufnahme der Peptide in die
Hepatozyten als auch die Wechselwirkungen mit abbauenden Peptidasen verhindert (Dive
et al., 2004).
Gegenwärtig tragen die Phosphinsäurederivate also vor allem zur Aufklärung der Funktionen
der ACE-Domänen bei, da erstmalig die Domänen des ACEs einzeln gehemmt werden können.
Die Struktur-Wirkungsbeziehungen könnten zudem wegbereitend für zukünftige domänen-
spezische ACE-Inhibitoren mit klinischem Nutzen sein. Das Lisinoprilderivat LisW wurde
ebenfalls im Mausmodell getestet. Während der zweiwöchigen Gabe von LisW und Lisino-
pril (3,6 bzw. 1 mg/kg KG1) wurde der systolische Blutdruck in beiden Gruppen signikant
reduziert. Beide Inhibitoren senkten den Angiotensin II-Plasmaspiegel, aber nur nach Lisino-
prilgabe waren die Bradykininlevel signikant erhöht (Burger et al., 2014). Dies zeigt, dass der




Wirkung erzielte. Denti et al. (2014) evaluierten zusätzlich die Pharmakokinetik von LisW nach
intravenöser und oraler Applikation von 1 bzw. 5 mg/kg KG in Wistarratten (n=4 bzw. n=20).
Nach oraler Gabe wurde die maximale Plasmakonzentration von 82 nM nach 1,2 Stunden er-
reicht. Die Halbwertszeit wurde zu 3,1 Stunden berechnet. Die orale Bioverfügbarkeit ist mit
5,6 % eher gering und wird mit der geringen Permeabilität und der einhergehenden langsamen
Absorption begründet. Auch für diesen Inhibitor gilt, dass trotz der vielversprechenden in vi-
tro-Ergebnisse die Bioverfügbarkeit für eine klinische Anwendung deutlich gesteigert werden
muss.
2.3.3 Natürliche ACE-Inhibitoren
Neben den synthetischen ACE-Inhibitoren können auch natürliche Stoe einen Einuss auf
die ACE-Aktivität besitzen. Im Rahmen von Interventionsstudien konnte eine Korrelation zwi-
schen dem Konsum von Milchprodukten und einem blutdrucksenkenden Eekt beobachtet
werden (Hinderliter et al., 2013; Jauhiainen and Korpela, 2007). Ein möglicher Grund für die
beobachteten Eekte könnte die Bildung von bioaktiven Peptiden darstellen, welche unter an-
derem während der gastrointestinalen Verdauung aus den inaktiven Vorläuferproteinen frei-
gesetzt werden können (Hernández-Ledesma et al., 2004). Diese Peptide können über die In-
hibierung des sACEs einen Einuss auf den Blutdruck nehmen. Als bioaktive Peptide werden
Proteinfragmente bezeichnet, welche neben ihrem Nährwert weitere positive Eekte auf die
Körperfunktionen besitzen (Hernández-Ledesma et al., 2011). Neben der ACE-Inhibierung sind
eine Vielzahl anderer Wirkungen von bioaktiven Peptiden in vitro bekannt, welche das Herz-
Kreislauf-, Verdauungs-, Nerven- und Immunsystem beeinussen (Hernández-Ledesma et al.,
2011). Bioaktive Peptide können opiod, immunmodulierend, antimikrobiell, DPPIV-inhibierend
oder mineralbindend wirken (Nongonierma and FitzGerald, 2015c).
Die Peptide können während der gastrointestinalen Verdauung (Hernández-Ledesma et al.,
2004), während Fermentation- oder Reifungsprozessen (García-Tejedor et al., 2014) oder wäh-
rend der Lebensmittelverarbeitung durch die Zugabe von tierischen, panzlichen oder mikro-
biellen Enzymen (Otte et al., 2007) entstehen. Verschiedene Proteine können als Präkurso-
ren für bioaktive Peptide dienen. Dazu zählen tierische Proteinquellen wie Lachsmuskel (Ono
et al., 2006) oder Eiproteine (Miguel et al., 2004), aber auch verschiedene panzliche Quellen
(Guang and Phillips, 2009), wie z. B. Soja- (Kuba et al., 2003) und Reisproteine (Kuba et al.,
2009). Aufgrund ihrer Primärstruktur stellen Milchproteine eine besonders gute Quelle für
potentiell ACE-inhibierende Peptide dar (López-Fandiño et al., 2006; FitzGerald and Meisel,
2000).
Wie aus Tabelle 2.11 ersichtlich, besitzen die bioaktiven Peptide im Vergleich zu den syn-
thetischen Inhibitoren einen wesentlich höheren IC50-Wert, was auf eine geringere Anität
zum ACE zurückzuführen ist. Die Peptide werden allerdings nicht als Arzneimittel verwen-
det, sondern können als Inhaltsstoe für Lebensmittel dienen. Dadurch könnten diese auch in
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Tabelle 2.11: Vorkommen und ACE-Hemmung in vitro von prolin- und tryptophanhaltigen Di-
und Tripeptiden
Peptid IC50 (µM) Proteinquelle Literaturstelle
Tryptophanhaltige Peptide
IW 0,7 α-Lactalbumin Martin et al. (2008)
1,5 Wakame Sato et al. (2002)
VW 3,3 Wakame Sato et al. (2002)
FW 5,9 bovines Serumalbumin Watermeyer et al. (2008)
AW 10,0 α-Casein Cheung et al. (1980)
WL 10,0 α-Lactalbumin Martin et al. (2008)
YW 10,5 Sake Saito et al. (1994)
RW 16 - Cheung et al. (1980)
LW 23,6 Wakame Sato et al. (2002)
GW 30,0 - Cheung et al. (1980)
LQKW 35,0 β-Lactoglobulin Wu et al. (2006)
WY 38,3 β-Lactoglobulin Hernández-Ledesma et al. (2007)
WW 81,3 Sojaprotein Wu et al. (2006)
WV 500,5 Lachsmuskel Ono et al. (2006)
Prolinhaltige Peptide
IPP 5 β-Casein Nakamura et al. (1995)
VPP 9 β-Casein Nakamura et al. (1995)
größeren Dosierungen als synthetische ACE-Hemmer eingesetzt und aufgenommen werden.
Da eine antihypertensive Therapie meist mit nicht-medikamentösen Maßnahmen eingeleitet
wird, wäre eine nutrive Zufuhr ACE-inhibierender Peptide deshalb vor allem im Zuge der da-
mit verbundenen Ernährungsumstellung sinnvoll (Kapitel 2.1.2). Die mit bioaktiven Peptiden
angereicherten Lebensmittel wären entweder präventiv bei Normo- und Prähypertonikern
oder als Ergänzung zur medikamentösen Intervention bei Grad I-Hypertonikern einsetzbar
und würden so zur Senkung späterer Krankheitsrisiken beitragen. Watanabe et al. (2015) un-
tersuchten den Einuss einer kombinierten oralen Gabe von Enalapril und einem mit den
ACE-hemmenden Peptiden IPP und VPP angereicherten fermentierten Milchprodukt (FMP)
auf den Blutdruck von spontan hypertensiven Ratten. Die zeitgleiche Applikation zeigte eine
geringere antihypertensiven Wirkung als die Enalapril-Monotherapie. Watanabe et al. (2015)
postulieren eine mögliche Konkurrenz der Inhibitoren um den PepT1-Transporter. Die um eine
Stunde verzögerte Gabe des FMPs wies hingegen eine vergleichbare und z. T. stärkere antihy-
pertensive Wirkung im Vergleich zur Enalapril-Monotherapie auf.
Die Mehrheit der ACE-inhibierenden Peptide besteht aus 2 bis 20 Aminosäuren. Di- und Tri-
peptide besitzen hinsichtlich einer potentiellen Wirkung in vivo eine höhere Relevanz als Oli-
gopeptide, da diese auch in intakter Form den Wirkort erreichen können (Vermeirssen et al.,
2004). Laut Wu et al. (2006) werden Dipeptide mit großen, voluminösen und hydrophoben
Seitenketten wie z. B. Phenylalanin-, Tryptophan-, Tyrosin- und Prolinresten in P2’-Position
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bevorzugt in das ACE gebunden. Weiterhin werden verzweigte aliphatische Aminosäureres-
te (z. B. Isoleucin) in der P1’-Position favorisiert. Tripeptide zeigen ein ähnliches Verhalten,
da aromatische Aminosäurereste am C-Terminus eine ACE-Hemmung fördern. Für den N-
Terminus gelten hydrophobe und verzweigte Aminosäurereste wie Valin, Leucin und Isoleu-
cin als besonders günstig. Aufgrund ihres hohen ACE-inhibierenden Potentials in der Gruppe
der bioaktiven Peptide (Tabelle 2.11) fokussiert sich diese Arbeit auf die prolin- und trypto-
phanhaltigen Di- und Tripeptide.
Prolinhaltige Peptide
Die prolinhaltigen Tripeptide Ile-Pro-Pro (IPP) und Val-Pro-Pro (VPP) zählen zu den bekann-
testen Vertretern der Lactotripeptide (LTP) aus der β-Caseinfraktion. Nakamura et al. (1995)
isolierten diese Tripeptide aus einem Sauermilchprodukt, welche mit den Starterkulturen Lac-
tobacillus helveticus und Saccharomyces cerevisae fermentiert wurden. IPP und VPP zeigen
aufgrund ihrer guten strukturellen Voraussetzung eine, für bioaktive Peptide, potente ACE-
inhibierende Wirkung in vitro mit IC50-Werten von 5 bzw. 9 µM (Tabelle 2.11). Die ACE-hemm-
ende Wirkung der prolinhaltigen Tripeptide in vitro ist zwar unumstritten, jedoch sind die
Ergebnisse der Humanstudien zur blutdrucksenkenden Wirkung dieser Peptide in vivo wider-
sprüchlich (Tabelle 2.12).
Tabelle 2.12: Zusammenstellung von Humanstudien zur Wirkung von IPP und VPP nach ora-
ler Applikation auf den systolischen Blutdruck (n=Anzahl der Studienteilnehmer;
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5,8 / 4,2 8 135 n.s. Engberink et al.
(2008)




Nakamura et al. (2011) führten eine placebokontrollierte, doppelt-verblindete Humanstudie
mit 50- bis 69-jährigen Japanern mit einer unbehandelten Grad I-Hypertonie (systol. Blutdruck
140–159 mmHg) durch. In der 8-wöchigen Intervention nahm die Verum-Gruppe täglich eine
Tablette ein, welche 1,9 mg IPP und 1,5 mg VPP enthielt. Innerhalb dieser acht Wochen redu-
zierte sich der systolische Blutdruck bei der Verumgruppe signikant zur Placebogruppe im
Mittel um 11 mmHg und in der Placebogruppe um 4,5 mmHg. Auch konnten Turpeinen et al.
(2012) in einer Humanstudie mit 104 durchschnittlich 50-jährigen Probanden mit schwacher
Hypertonie durch Verabreichung eines mit VPP und IPP enthaltenen Brotaufstrichs ein signi-
kantes Absinken des systolischen Blutdrucks beobachten. Im Vergleich zur Behandlung mit
synthetischen Inhibitoren, konnten während der Einnahme der fermentierten Milchproduk-
te keine unerwünschten Nebenwirkungen, wie trockener Husten, Juckreiz, Kopfschmerzen
oder Schwindel beobachtet werden (Aihara et al., 2005). Im Gegensatz zu den genannten Stu-
dien konnten Engberink et al. (2008) in ihren Humanstudien mit 135 hypertensiven Proban-
den keinen signikanten Eekte auf den systolischen Blutdruck durch die tägliche Aufnahme
der LTPs feststellen. Auch eine Änderung der ACE-Aktivität der Probanden oder des Plasma-
Angiotensin II-Spiegels konnten über den Zeitraum der Intervention nicht beobachtet werden.
Diese widersprüchlichen Ergebnisse könnten unter anderem in der Auswahl der Studienteil-
nehmer begründet sein. Bei einer orientierenden Studie von van der Zander et al. (2008b)
deutete sich zunächst an, dass eine Blutdruckreduktion eher bei den Studienteilnehmern mit
einem hochnormalen Blutdruck >130 mmHg, als bei Normotonikern mit einem systolischen
Blutdruck <130 mmHg zu beobachten war. Allerdings blieben in der Folgestudie von van der
Zander et al. (2008a), an der ausschließlich Hypertoniker mit einen systolischen Blutdruck von
> 140 mmHg teilnahmen, signikante blutdrucksenkende Eekte nach achtwöchiger Appli-
kation eines LTP-Joghurtdrinks aus (Tabelle 2.12). Ein weiterer Unterschied im Studiendesign
stellte, neben den Basisblutdruckwerten der Probanden, die Applikationsform der LTPs dar.
Die Tripeptide wurden in Form von fermentierter Milch, Caseinhydrolysaten oder als synthe-
tische Form verabreicht. Dies könnte sich auf die Bioverfügbarkeit der Tripeptide auswirken.
Jedoch konnten Engberink et al. (2008) bei keiner der genannten Applikationsformen einen
signikanten Eekt auf den Blutdruck oder auf die ACE-Aktivität nachweisen.
van der Zander et al. (2008a) postulieren, dass auch genetische Unterschiede für die verschie-
denen Wirkungen verantwortlich sein könnten, da vor allem Studien aus dem japanischen und
nnischen Raum einen Einuss der LTPs auf den Blutdruck zeigten, während die Studien aus
dem mitteleuropäischen Raum keine Eekte aufwiesen (Tabelle 2.12). Allerdings gibt es zu den
ethnischen Einüssen der Blutdruckregulation durch die Tripeptide keine konkreten Studien.
Damit bleibt es ungeklärt, warum einige Studien eine signikante Reduktion des Blutdrucks
beobachten und andere nicht.
Hirota et al. (2011) postulierten für die LTPs einen weiteren Wirkmechanismus, da in der Stu-
die von Nakamura et al. (2011) neben der Blutdrucksenkung eine Verbesserungen der Gefäß-
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funktion beobachtet wurden. Dazu untersuchten sie die Wirkung der Tripeptide auf die Frei-
setzung des Vasoldilators NO in kultivierten Endothelzellen und isolierten arteriellen Gefäßen.
Durch eine Zugabe c > 100 nM IPP und VPP konnte eine signikant erhöhte NO-Produktion
beobachtet werden. Zusätzlich waren die Peptide in der Lage eine Relaxation der isolierten ar-
teriellen Gefäße hervorzurufen. Diese Eekte auf die Gefäßfunktion könnten eine Blutdruck-
änderung trotz fehlender ACE-Inhibierung erklären. Die unterschiedlichen Studienergebnisse
der LTP-Humanstudien verdeutlichen, dass bis jetzt ungeklärt ist, ob die ACE-Inhibierung der
Tripeptide IPP und VPP auch in vivo zu beobachten ist und dies zu einer Blutdrucksenkung
führt.
Tryptophanhaltige Peptide
Neben IPP und VPP zeigen auch tryptophanhaltige Peptide ein vergleichbares ACE-inhibitor-
isches Potential in vitro (Tabelle 2.11). Auch hier stellen Milchproteine geeignete Präkurso-
ren für die Gewinnung von tryptophanhaltigen Peptiden dar (Nongonierma and FitzGerald,
2015b). Nennenswert aufgrund seines für bioaktive Peptide starken ACE-inhibierenden Poten-
zials ist das Dipeptid Isoleucyl-Tryptophan (IW; IC50-Wert in vitro=0,7 µM). Sato et al. (2002)
isolierten das Dipeptid aus Braunalgenhydrolysat und Martin et al. (2008) konnte das Dipeptid
in konventioneller hypoallergener Säuglingsnahrung identizieren. Zur Reduktion der Aller-
genität der enthaltenen bovinen Milchproteine werden diese Säuglingsprodukte enzymatisch
hydrolysiert. Durch diese Behandlung konnte IW aus der Sequenz des bovinenα-Lactalbumins
freigesetzt werden. Zusätzlich wurde ein weiteres ACE-hemmendes tryptophanhaltiges Di-
peptid Tryptophyl-Leucin (WL; IC50-Wert=10 µM, Tabelle 2.11) in den Proteinhydrolysaten
detektiert. Dieses Peptid konnte auch in Sojaprotein- (Kuba et al., 2003) und Lachsmuskel-
proteinhydrolysaten (Ono et al., 2006) identiziert werden.
In ihrer Dissertation belegte Martin (2008), dass IW eine hohe Stabilität gegenüber den apika-
len Peptidasen eines Zellkultursystems mit humanen Nabelschnurendothelzellen aufwies. In
diesem Modellsystem zeigte IW ebenfalls eine ACE-Hemmung für das humane membranstän-
dige sACE mit einem IC50-Wert von 4,5 µM. Diese Ergebnisse bilden eine gute Basis für eine
mögliche Wirkung in vivo. In Versuchen an spontan hypertensiven Ratten (SHR) konnte die
antihypertensive Wirkung des Peptids bestätigt werden. Martin et al. (2015) untersuchten den
Einuss einer 14-wöchigen oralen Applikation des Peptids IW (Dosis: 19 mg/kg KG), eines IW-
haltigen Molkenproteinhydrolysates (c=3,9 mg IW/g Hydrolysat, Dosis: 770 mg/kg KG), der in-
takten Molkenproteine (Dosis: 770 mg/kg KG) und des synthetischen ACE-Hemmers Captopril
(Dosis: 69 mg/kg KG) im Vergleich zur Placebogruppe auf den systolischen Blutdruck und die
ACE-Aktivität. Abbildung 2.10 zeigt die Plasma-ACE-Aktivität der verschiedenen Versuchs-
gruppen. Die IW-, Captopril- und Hydrolysatapplikation führte zu einer signikanten Re-
duktion der Enzymaktivität im Vergleich zur Placebogruppe. Die beobachtete ACE-Hemmung
durch das IW-haltige Hydrolysat, im Gegensatz zum intakten Protein, demonstriert, dass eine
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Abbildung 2.10: Plasma-ACE-Aktivität von spontan hypertensiven Ratten (n=60) nach einer
14-wöchigen oralen Applikation des Peptids IW (IW, n=12, Dosis: 19 mg/kg
KG), des Molkenproteinhydrolysats (HYD, n=12, Dosis: 770 mg/kg KG), der in-
takten Molkenproteine (WProt, n=12, Dosis: 770 mg/kg KG), Captopril (CAP,
n=12, Dosis: 69 mg/kg KG) im Vergleich zum Placebo (kein Zusatz, n=12);
MW±Stabw; *P < 0,05 signikant zum Placebo, #P < signikant zu WProt
(Abbildung aus Martin et al. (2015))
Abbildung 2.11: Entwicklung des systolischen Blutdrucks von spontan hypertensiven Ratten
während der 14-wöchigen Applikation des Peptids IW (n=12), des Molken-
proteinhydrolysats (HY, n=12), der intakten Molkenproteine (IP, n=12) und
des synthetischen ACE-Inhibitors Captopril (CA, n=12) im Vergleich zum Pla-
cebo (kein Zusatz, n=12) (Abbildung aus Martin et al. (2015))
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enzymatische Hydrolyse des Proteins für eine Wirkung in vivo notwendig ist. Für den Fall, dass
die ACE-Hemmung v.a. auf das Peptid IW zurückzuführen ist, kann daraus abgeleitet werden,
dass das Peptid wenig bzw. gar nicht durch die körpereigenen gastrointenstinalen Peptidasen
aus dem Vorläuferprotein freigesetzt werden kann.
Wie aus Abbildung 2.11 erkennbar, war neben der ACE-Hemmung über den Versuchszeitraum
eine signikante Senkung des systolischen Blutdrucks im Vergleich zur Placebogruppe zu be-
obachten. Auch hier waren die stärksten Eekte bei der Captoprilapplikation zu verzeichnen.
Dessen ungeachtet zeigten die beiden Gruppen, welche die natürlichen ACE-Hemmer aufge-
nommen hatten (IW- und Hydrolysatgruppe) eine deutliche und vergleichbare Reduktion der
Blutdruckwerte. Für das unhydrolysierte Proteingemisch war wie bei der Placebogruppe über
den Versuchszeitraum ein deutlicher Anstieg des systolischen Blutdrucks zu beobachten.
Für die tryptophanhaltigen Dipeptide VW (Marczak et al., 2003), LW (Miguel and Aleixandre,
2006) und das Tripeptid MRW (Zhao et al., 2008) konnte ebenfalls nach oraler Applikation eine
antihypertensive Wirkung für SH-Ratten beobachtet werden. Aus den genannten Tierstudi-
en kann geschlussfolgert werden, dass tryptophanhaltige Peptide ein hohes Potential für eine
ACE-inhibierende oder antihypertensive Wirkung in vivo besitzen.
Zusätzlich wird die Aufnahme von Tryptophan, als Precursor für die Serotoninsynthese, mit
weiteren physiologischen Wirkungen wie der Beeinussung von Stress, Schlafqualität und
kognitiven Funktionen in Zusammenhang gebracht (Nongonierma and FitzGerald, 2015b).
Bioverfügbarkeit der bioaktiven Peptide
Eine mögliche antihypertensive Wirkung der Peptide in vivo wird nicht nur durch die Anität
zum Zielenzym beeinusst, sondern auch entscheidend durch deren Bioverfügbarkeit limitiert,
da die Peptide für die Entfaltung ihrer vasodilatierenden Eekte in ausreichender Konzentra-
tion am Wirkort zur Verfügung stehen müssen (Vermeirssen et al., 2004). Nach oraler Auf-
nahme der Peptide spielen damit die gastrointestinale Verdauung, die intakte Absorption ins
kardiovaskuläre System und die Stabilität am Wirkort für die Bioverfügbarkeit der Peptide ei-
ne entscheidende Rolle. So zeigen peptidische Arzneimittel häug eine geringe Permeabilität
durch die intestinale Mucosa und eine schnelle Metabolisierung im Körper. Dies führt zu einer
niedrigen oralen Bioverfügbarkeit von < 1–2 % und einer kurzen Halbwertszeit von < 30 min
(Pauletti et al., 1997).
Die mit der Nahrung aufgenommenen Proteine und Oligopeptide werden durch die im Magen
gebildete Peptidase Pepsin, die aus dem Pankreas sekretierten Enzyme Trypsin, Chymotryp-
sin, Elastase und verschiedene Carboxypeptidasen, sowie durch die membranständigen Pep-
tidasen im Dünndarm zu Aminosäuren, Tri- und Dipeptiden gespalten (Abbildung 2.12).
Die meisten Proteine und Oligopeptide werden schnell hydrolysiert. Jedoch sind einige Ami-
nosäurereste (insbesondere prolin- und hydroxyprolinhaltige Peptide) resistenter gegenüber































Abbildung 2.12: Schema zur intestinalen Verdauung von Oligopeptiden und Transportsysteme
für Aminosäuren, Di- und Tripeptide durch die Darmepithelzelle (Abbildung
aus Rehner and Daniel (2010))
wenn Prolin als C-terminale Aminosäure vorliegt (Foltz et al., 2009). Ohsawa et al. (2008) zeig-
ten anhand einer simulierten gastrointestinalen Verdauung der Tripeptide IPP und VPP mit
den Peptidasen Pepsin, Trypsin, Chymotrypsin und dem Enzymgemisch Pankreatin, dass die
Tripeptide nahezu resistent gegenüber dem Abbau durch die löslichen Verdauungsenzyme wa-
ren. Foltz et al. (2009) untersuchten den Zusammenhang der Peptidstruktur auf die Stabilität
von Peptiden während der intestinalen Verdauung (Tabelle 2.13).
Tabelle 2.13: Beitrag der C- und N-terminalen Aminosäurereste zur Gesamtstabilität von Di-
peptiden bei der intestinalen Verdauung (Foltz et al., 2009)
Stabilität N-terminale Aminosäure C-terminale Aminosäure
instabil Ala, Arg, Cys, Leu, Lys, Met Ala, Arg, Cys, Leu, Phe, Trp, Tyr
neutral Tyr, Phe, Trp Gly, His, Lys, Met, Asn, Glu, Gln, Val, Ile
stabil Gln, His, Ile, Ser, Thr, Val, Asn, Glu -
sehr stabil Asp, Pro, Gly Asp, Pro, Ser, Thr
Das aus den Studien entwickelte Modell bestätigt die hohe Stabilität der prolinhaltigen Pep-
tide gegenüber einer simulierten Verdauung. Trotz des deutlichen Beitrags der C-terminalen
Phenylalanin-, Tyrosin- und Tryptophanreste zum ACE-hemmenden Potential prognostiziert
das Modell für diese aromatischen Aminosäurereste eine geringe Verdauungsstabilität. Aller-
dings werden die N-terminalen aliphatischen Valin- und Isoleucinreste als stabil klassiziert.
Dem Dünndarm kommt für die intakte Absorption von Peptiden eine große Bedeutung zu.
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Abbildung 2.12 veranschaulicht die möglichen Transportwege von Aminosäuren und Tri- und
Dipeptiden durch die Darmepithelzellen. Die Aufnahme von Aminosäuren erfolgt über eine
Vielzahl von Transportsystemen. Die intakte Resorption aus dem Darmlumen von Di- und
Tripeptiden kann durch den Protonensymporter PepT1 erfolgen, der auf der apikalen Seite
der Dünndarmepithelzellen v.a. im Duodenum lokalisiert ist (Brandsch et al., 2004). Es deutet
sich an, dass der Transport der meisten Peptide schneller erfolgt als der Transport der entspre-
chenden Aminosäuren. Dies ist vermutlich auf die höhere Kapazität des PepT1 gegenüber den
Aminosäuretransportern zurückzuführen (Brandsch et al., 2004). Der genaue Umfang der Re-
sorption von intakten Peptiden ist jedoch noch unklar. Die Angaben schwanken laut (Rehner
and Daniel, 2010) zwischen 20 und 80 %. Die in die Zelle aufgenommenen Di- und Tripepti-
de werden nachfolgend entweder sehr schnell durch cytosolische Hydrolasen gespalten oder
können intakt über einen basolateralen Transporter die Zelle verlassen und ins Blut gelangen
(Rehner and Daniel, 2010). Die Aminosäuren und Di- bzw. Tripeptide werden an das Blut der
Portalvene abgegeben und dort erfolgt die Verteilung in den gesamten Blutkreislauf. Die Sta-
bilität gegenüber den Plasmapeptidasen und dem hepatischen und renalen Abbau wirkt sich
entscheidend auf die Bioverfügbarkeit der Peptide aus, was mögliche vasodilatorische Eekte
beeinusst.
Foltz et al. (2007) untersuchten die Bioverfügbarkeit von IPP und VPP in einer randomisier-
ten, Placebo-kontrollierten Humanstudie an sechs gesunden Probanden. Nach der einmaligen
Einnahme von 250 ml eines Joghurtgetränks, welches 20,4 mg IPP; 20,0 mg VPP und 15,8 mg
LPP enthielt, wurde die Plasmakonzentration der Tripeptide mittels LC-MS/MS quantiziert.
Ein endogener Plasmaspiegel von 0,30 nM konnte für das Peptid IPP detektiert werden. Durch
die orale Applikation des mit Lactotripeptid (LTP) angereicherten Getränks stieg die maxi-
male IPP-Plasmakonzentration auf 0,9 nM an. Die AUC (area under the curve) für den IPP-
Plasmaspiegel der Verumgruppe war 2,1-fach höher als die AUC der Placebogruppe, welche
ein LTP-freies Molkenproteinisolat mit dem Joghurtgetränk einnahm. Die Studie von Foltz
et al. (2007) beweist, dass das Tripeptid IPP intakt den Blutkreislauf erreicht und die Plasma-
konzentration alimentär beeinussbar ist.
Ähnliche Ergebnisse wurden in der Humanstudie von Wuerzner et al. (2009) erzielt (Abbil-
dung 2.13). Zwölf normotensiven männlichen Probanden wurde täglich über sieben Tage ein
fermentiertes Milchgetränk mit 4,5 mg IPP sowie 6,6 mg VPP oral appliziert. Am achten Tag
wurde als Positivkontrolle einmalig 50 mg Captopril verabreicht. Der Einuss auf die ACE-
Aktivität in vivo wurde über die Messung des Substrates AcSDKP im Urin und im Plasma
und über die Renin- und Plasma-ACE-Aktivität beurteilt. Zusätzlich wurden die IPP/VPP-
Plasmakonzentrationen quantiziert. Die Abbildung 2.13 zeigt ähnlich den Ergebnissen von
Foltz et al. (2007) eine endogene IPP-Plasmakonzentration von 0,34 nM, die auch nach 7-tägiger
Gabe des LTP-Milchgetränks unverändert blieb. Nach Aufnahme des LTP-angereicherten Ge-
tränks stieg der IPP-Gehalt im Blutplasma signikant auf eine Maximalkonzentration von
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Abbildung 2.13: Plasmakonzentration von IPP (links) und Plasma-ACE-Aktivität (rechts) von
12 normotensiven Probanden am Tag 1 und Tag 7 einer siebentägigen
Studie mit täglicher oraler Aufnahme eines mit 4,5 mg IPP und 6,6 mg
VPP-angereicherten Milchgetränks und einer einmaligen oralen Applikati-
on von 50 mg Captopril an Tag 8 der Intervention (MW±Stabw) (Abbildung
ausWuerzner et al. (2009))
ca. 0,5 nM an. Aufgrund der schnellen Elimination des Tripeptids wurde schon nach 120 min
der endogene Plasmaspiegel wieder erreicht. Eine signikante Änderung der Plasma-ACE-
Aktivität (Abbildung 2.13, rechts), des AcSDKP-Spiegels oder der Reninaktivität infolge der
IPP-Applikation konnte nicht beobachtet werden. Deshalb schlussfolgerten Wuerzner et al.
(2009), dass IPP in vivo keinen Einuss auf die C- oder N-Domänenaktivität des sACEs besitzt.
Dagegen führte die Gabe von Captopril zu einer deutlichen Reduktion der ACE-Aktivität um
82 %, einem 70-fachen Anstieg des Plasma-AcSDKP-Spiegels, und einem 4-fachen Anstieg der
Reninaktivität. Die Interventionsstudien zeigen, dass IPP z. T. bioverfügbar ist, aber sie können
nicht die in Tabelle 2.12 beobachtete antihypertensive Wirkung des Tripeptids erklären.
Foltz et al. (2007) konnten auch einen endogenen Plasmaspiegel für das tryptophanhaltige
Dipeptid IW von 0,8 nM bestimmen, welcher nach Aufnahme des mit Molkenproteinisolat
angereicherten Joghurtgetränkes signikant auf 1,4 nM anstieg. Diese Studie weist auf eine
alimentäre Beeinussung der Plasmakonzentration von IW durch die Aufnahme von Molken-
protein hin.
Diese Erkenntnisse stimmen mit den Ergebnissen der Interventionsstudie von Kaiser et al.
(2016) überein, in der die endogene Plasmakonzentration von IW und WL zu 0,9±0,3 bzw.
8,3±1,3 nM bestimmt wurde (Abbildung 2.14). Nach oraler Gabe von 50 mg IW oder 100 mg
WL an drei bzw. zwei gesunde Probanden konnte 30 min nach der Applikation ein signikanter
Anstieg der Plasmakonzentration bis zu einer Maximalkonzentration von 2,4±0,5 nM für IW
bzw. 29 bis 36 nM für WL beobachtet werden (Abbildung 2.14). Gleichzeitig wurde die Plasma-
ACE-Aktivität um 32±8 % bei der IW-Gruppe reduziert. Da die Einzelaminosäuren Isoleucin
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Abbildung 2.14: IW-Plasmakonzentration (a) und Plasma-ACE-Aktivität (b) nach oraler Appli-
kation von 50 mg IW (schwarze Dreiecke, n=3), der freien Aminosäuren Isole-
ucin und Tryptophan (graue Quadrate, n=2) im Vergleich zur Placebogruppe
(Kreise, n=2) (MW±Stabw; *P < 0,05 signikant zum Placebo, **P < 0,01 hoch-
signikant zum Placebo, P < 0,01 hochsignikant zu den Aminosäuren, ++P
< 0,01 hochsignikant zu t=0 h) (Abbildung aus Kaiser et al. (2016))
und Tryptophan keinen Einuss auf die Enzymaktivität zeigten, kann ein kausaler Zusam-
menhang zwischen der IW-Gabe und der ACE-Hemmung in vivo angenommen werden.
Aufgrund ihrer potentiellen antihypertensiven Wirkung in Tier- und Humanversuchen wer-
den die tryptophanhaltigen Dipeptide hinsichtlich ihrer Gewinnung und ihrer Wirkung auf
das Zielenzym ACE untersucht.
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3.1 Chemikalien und Geräte
3.1.1 Chemikalien




Abz-Leu-Phe-Lys(Dnp)-OH Reinheit: ≥ 98 %; A5855 Sigma-Aldrich
Abz-Phe-Arg-Lys(Dnp)P-OH Reinheit: 95 %; BML-P161-
0001
Enzo Life Sciences
Abz-Ser-Asp-Lys(Dnp)P-OH Reinheit: 97 %; BML-P162-
0001
Enzo Life Sciences
ACE-Kit, ACE kinetic: KK-ACK Bühlmann
ACE Kalibrator 100,3 U/L
ACE Kontrolle (hoch) 70,5 U/L


























Reinheit: > 95 %;
929-ZN-010
R&D Systems
Angiotensin I, human Reinheit: > 93 %; A9650 Sigma-Aldrich
Angiotensin II, human Reinheit: > 93 %; A9525 Sigma-Aldrich
Arginyl-Tryptophan
(Hydrochloridsalz)
Reinheit: >99 %; G-1530 Bachem
Bradykinin-Potentiator B Reinheit: > 99 %; 4009-v 0.5
mg
PeptaNova
Captopril Reinheit: > 98 %; C4042 Sigma-Aldrich
β-Casein, bovine > 98 % (PAGE); C6905 Sigma-Aldrich
Chymotrysin bovine Pankreas, Type II,
96 U/mg Protein,
Proteinanteil: 87 %; C4129
Sigma-Aldrich
Dimethylsulfoxid D8418 Sigma-Aldrich
Glutamyl-Tryptophan Reinheit: > 99 %; G-1990 Bachem
Fluorescein Reinheit: 99 %; 46955 Sigma-Aldrich




Reinheit: 99,5 %; H3375 Sigma-Aldrich
Hippursäure Reinheit: 99 %; H9380 Sigma-Aldrich
Hippuryl-Histidyl-Leucin Reinheit: > 99 %; M-1485 Bachem
Interner Standard
Isoleucyl-Tryptophan (13C615N)
99,2 % Polypeptides France
Isoleucyl-Prolyl-Prolin Reinheit: > 99 %; H-4632 Bachem
Isoleucyl-Tryptophan Reinheit: 94,2 %; G-2435 Bachem
Leucyl-Tryptophan Reinheit: 98 %; G-2605 Bachem
Lisinopril Reinheit: 98 % Cayman Chemical




Methanol HPLC Grade; 20864.420 VWR







3.1 Chemikalien und Geräte
Name Spezikation Hersteller






Pepsin porcine gastrale Mucosa
> 2,5 U/g Protein; P7012
Sigma-Aldrich
Phosphoramidon disodium salt Reinheit: > 97 % (TLC);
R7385
Sigma-Aldrich
Thermolysin Bacillus thermoteolyticus rok-





Reinheit: 99 %; 39787.01 Serva
Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan
Reinheit: 99,9 %; T1503 Sigma-Aldrich
Trypsin 1473 U/mg Sigma-Aldrich
Tryptophyl-Arginin· 2HCl Reinheit: > 99 %; G-3320 Bachem
Tryptophyl-Glutaminsäure Reinheit: > 99 %; G-3335 Bachem
Tryptophyl-Leucin Reinheit: 98,3 %; G-3345 Bachem
Tryptophyl-Tyrosin Reinheit: > 99 % ; G-3375 Bachem
Tryptophyl-Valin Reinheit: 88,4 %; G-3380 Bachem
Tyrosyl-Tryptophan Reinheit: > 99 % ; G-3470 Bachem
Valyl-Prolyl-Prolin Reinheit: > 99 % ; H-4634 Bachem
Valyl-Tryptophan Reinheit: > 99 %; N-1170 Bachem
Zinkchlorid Reinheit: 98 %, p.a.; 29156.297 Sigma-Aldrich
3.1.2 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 3.2: Liste spezieller Verbrauchsmaterialien
Name Spezikation Hersteller
Blutentnahmeröhrchen EDTA-Monovette, 10 ml 9NC Sarstedt
Küvetten PMMA, Halbmikroküvette Roth
Mikrotiterplatte, schwarz 96 Well, F-Boden Brand GmbH
Mikrotiterplatte, transparent 96 Well, F-Boden, non-binding Greiner Bio GmbH
Tubes, geringe Proteinbindung Protein LoBind Tubes Eppendorf AG
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3.1.3 Geräte
Tabelle 3.3: Liste der verwendeten Geräte.
Name Spezikation Hersteller
HPLC analytisch 1 Smartline Niederdruckgradientensystem







HPLC analytisch 2 Smartline Niederdruckgradientensystem
mit Manager 5000, Smartline Pumpe S1000






HPLC analytisch 3 Äkta 10 XT mit Autosampler A-900, binärer
Hochdruckpumpe P-900




HPLC Säule 1 Eurospher 100, C-18, 5 µm,
Dimension : 150 x 4,6 mm mit 5 x 4 mm
Vorsäule
Knauer GmbH
HPLC Säule 2 Eurospher 100, C-18, 5 µm,
Dimension : 250 x 4,6 mm mit 5 x 4 mm
Vorsäule
Knauer GmbH
LC-ESI-TOF-MS Agilent Technologies 1100 Series mit 1100
Series Degasser, 1100 Series Binary Pump,
1100 Series Autosampler und Mariner
Biospectrometry MS-Workstation
Agilent Techn.
LC-MS/MS Agilent Technologies 1200 Series mit 1200
Series Degasser, 1200 Series Binary Pump,
1200 Series Autosampler, 1200 Series
Säulenofen und Triple Quad LC/MS 6410
Agilent Techn.
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Name Spezikation Hersteller
LC-MS-Säule Zorbax 80, SB C-18; 1,8 µm,




Tecan Innite M200 Tecan
3.2 Herstellung und Charakterisierung von
Proteinhydrolysaten
Die Auswahl der Proteine und der Enzyme erfolgte nach in silico-Analyse mit dem Programm
Peptide Cutter von ExPASy (Wilkins et al., 1999). Als Präkursoren für die bioaktiven Peptide
wurden die Proteine Hühnereilysozym undα-Lactalbumin ausgewählt, weil sie aufgrund ihrer
Aminosäurezusammensetzung ideal zur Freisetzung von potentiell ACE-hemmenden Pepti-
den geeignet sind. Als Quelle für α-Lactalbumin wurde das Molkenproteinkonzentrat Lacpro-
dan Alpha-10 der Firma Arla Food mit einem α-Lactalbumin-Gehalt von 45% im Proteinanteil
(Tabelle 3.1) verwendet.
3.2.1 Herstellung der Proteinhydrolysate durch enzymatische
Hydrolyse
Für die enzymatische Hydrolysen wurden 1 g Substrat (Molkenproteinkonzentrat bzw. Ly-
sozym) in 20 ml Reinstwasser unter kontinuierlichen Rühren gelöst und auf die in den Ta-
bellen 3.4 und 3.5 angegebene Inkubationstemperatur im Wasserbad erwärmt. Die pH-Wert
Einstellung erfolgte mit 1 M NaOH-Lösung bei der gewählten Inkubationstemperatur. Nach
Zugabe des jeweiligen Enzyms oder der Enzymmischung wurde die 5%ige Proteinlösung für
einen denierten Zeitraum inkubiert. Die Inkubation fand in einem geschlossenen Gefäß unter
kontinuierlichen Rühren mit einem Heizrührgerät mit Temperatursensor statt. Die genauen
Enzymkombinationen, Enzymmengen und Inkubationstemperaturen für die einstuge Hydro-
lyse sind in Tabelle 3.4 angegeben.
Für die zweistugen enzymatischen Hydrolysen wurden zwei Hydrolyseschritte kombiniert,
bei denen das pH- und Temperaturoptimum der jeweiligen Peptidasen eingestellt wurden. Die
verwendeten Reaktionsbedingungen für die zweistugen enzymatischen Hydrolysen sind in
Tabelle 3.5 zusammengefasst. Die Inaktivierung der Enzyme nach der Proteinhydrolyse erfolg-
te über eine Hitzeinaktivierung im Wasserbad für 10 Minuten bei 95 °C. Anschließend wurden
die Hydrolysate wegen der besseren Lagerstabilität gefriergetrocknet. Nach der Trocknung
wurden Proben homogenisiert und bei T= 6 °C trocken gelagert.
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3 Material und Methoden
3.2.2 Identifizierung der tryptophanhaltigen Peptide im
Proteinhydrolysat
Zur Identizierung der in den Proteinhydrolysaten enthaltenen bioaktiven Peptide wurden
die Molmassen nach vorangegangener chromatographischer Trennung mittels RP-HPLC-ESI-
TOF-MS ermittelt. 2 mg der gefriergetrockneten Proteinhydrolysate wurden in 1 ml Reinst-
wasser gelöst und nach Zentrifugation (10 min, 10000 U/min) zur Messung mit den folgenden
Parametern (Tabelle 3.6) eingesetzt. Die HPLC-Gradienten für die chromatographische Tren-
nung für die im Lysozymhydrolysat enthaltenen Peptide und der Gradient für die Peptide im
Molkenproteinhydrolysat sind in Tabelle ist in Tabelle 3.7 angegeben. Von den Dipeptiden IW,
WL, AW, WW wurden synthetische Standards mitgeführt, so dass durch einen Vergleich der
Retentionszeiten und der Massenspektren eine genaue Identizierung stattnden konnte.




Säule HPLC Säule 2
Säulentemperatur 35 °C
Eluent A 1 mM wässrige HFBA-Lösung (pH 3,1), membranltriert, entgast
Eluent B Methanol (LC-MS grade), membranltriert, entgast
Injektionsvolumen 60 µl
Flussrate 0.7 ml/min
Ionisation ESI, positiv Modus
Detektion Time of Flight (TOF)-MS
Aufnahmebereich 100–700 m/z
Kalibrierung Bradykinin, Neurotensin und Angiotensin I; Genauigkeit < 0,1 m/z
Auswertung Mariner Workstation
Tabelle 3.7: HPLC-Gradient für die Identizierung von bioaktiven Peptiden aus den Lysozym-
hydrolysaten (links) und aus den Molkenproteinhydrolysaten (rechts)



















3.2 Herstellung und Charakterisierung von Proteinhydrolysaten
3.2.3 antifizierung der tryptophanhaltigen Peptide in den
Proteinhydrolysaten
Die Quantizierung der bioaktiven Peptide aus den Proteinhydrolysaten erfolgte mittels RP-
HPLC mit UV- und Fluoreszenzdetektion. Tabelle 3.8 gibt die HPLC-Parameter der verwende-
ten Methoden wieder. Die HPLC-Gradienten für die Peptide IW und WL und für die Peptide
AW und WW in Tabelle 3.9 angegeben. Zur Quantizierung wurde eine externe Kalibrierung
mit den synthetischen Peptidstandards AW, IW, WL und WW (5–200 µM) genutzt. Eine de-
nierte Menge der gefriergetrockneten Proteinhydrolysate (2–5 mg) wurde in 1 ml Reinstwasser
gelöst und nach Zentrifugation (10 min, 10000 U/min) zur Messung eingesetzt.
Tabelle 3.8: HPLC-Parameter für die Quantizierung bioaktiver Peptide in Proteinhydrolysa-
ten
Parameter Details
Anlage HPLC analytisch 2
Säule HPLC Säule 2
Säulentemperatur 35 °C
Eluent A 0,15 % Phosphorsäure in bidest. Wasser, membranltriert, entgast
Eluent B 0,15 % Phosphorsäure in Methanol, membranltriert, entgast
Injektionsvolumen 30 µl
Flussrate 0,7 ml/min
Detektion UV: λ=220 nm und 280 nm
Fluoreszenz: λex=280 nm, λem=355 nm
Auswertung Chromgate 3.1.7
Tabelle 3.9: HPLC-Gradient für die Quantizierung von IW und WL im Molkenproteinhydro-
lysat (links) und von AW und WW im Lysozymhydrolysat (rechts)
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3.2.4 Analyse der Molmassenverteilung der Proteinhydrolysate
Die Analyse der Molmassenverteilung der Proteinhydrolysate erfolgte mit dem in Tabelle 3.10
beschriebenen GPC-System. Eine denierte Menge der gefriergetrockneten Proteinhydrolysa-
te (3–5 mg) wurde in 1 ml Reinstwasser gelöst und nach Zentrifugation (10 min, 10000 U/min)
zur Messung eingesetzt. Es wurde eine Molmassenkalibrierung mit den Standards Dextranblau
(2000 kDa, t=15 min), β-Lactoglobulin (18,4 kDa, t=17,1 min), Lysozym (14,6 kDa, t=21 min),
Bradykinin (1060 Da, t=32 min), Ile-Trp, (317 Da, t=47 min) und Tryptophan (204 Da, t=58 min)
durchgeführt. Die Molmassenverteilung der Proteinhydrolysate wurde über die Peakäche der
Fraktion unter 1 kDa (Molmassengrenze ist Bradykinin) zur Gesamtpeakäche abgeschätzt.
Tabelle 3.10: GPC-Parameter für die Beurteilung der Molmassenverteilung der Proteinhydro-
lysate
Parameter Details
Anlage HPLC analytisch 3
Säule Superdex Peptide HR 10/300 GL, Pharmacia Biotech
Säulentemperatur Raumtemperatur
Fließmittel PBS-Puer, 10 mM Phosphat, 300 mM Natrumchlorid (pH 7,4):
1,47 g Na2HPO4 ·2 H2O, 0,23 g KH2PO4, 17,53 g NaCl und 0,20 g KCl
werden in 800 ml Reinstwasser gelöst und im Maßkolben auf 1000 ml




Detektion UV: λ=220 nm und Fluoreszenz: λex=280 nm, λem=355 nm
3.2.5 Bestimmung des Stickstogehaltes nach Kjehldahl
Der Stickstogehalt der Proteinhydrolysate und der Proben nach dem simulierten gastrointes-
tinalen Verdauung wurde nach der Kjehldahl-Methode bestimmt (Matissek et al., 2014). Die
verwendeten Reagenzien sind in Tabelle 3.11 gelistet. Eine denierte Menge der Proteinhy-
drolysate (m=5–10 mg) und der Proben der simulierten gastralen (V=500 µl) bzw. intestinalen
Verdauung (V=1000 µl) wurden für die Bestimmung eingesetzt. Für die Wiederndung wurden
5 mg Ammoniumsulfat verwendet und ein Blindwert ohne Protein wurde zusätzlich mitge-
führt. Die Proben wurden mit einem Katalysatorgemisch und 10 ml konzentrierter Schwefel-
säure versetzt und im Aufschlussblock Büchi Digestion Unit K-435 erhitzt bis die Proben klar
waren. Anschließend erfolgte die Wasserdampfdestillation. Die Parameter für die Destillation
sind in Tabelle 3.12 dargestellt.
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Tabelle 3.11: Reagenzien zur Stickstobestimmung
Reagenzien Herstellung
2%ige Borsäure 100 g H3BO3 in 4,8 l Reinstwasser unter Rühren lösen und
auf 5 l auüllen
Katalysatorgemisch Selenidgemisch nach Wieninger
0,05 M Schwefelsäure Ampulle für Schwefelsäuremaßlösung önen und im Maß-
kolben mit Reinstwasser auf 1,0 l auüllen
Tashiro-Indikator Mischindikator aus Methylrot (0,3 %) und Methylenblau
(0,1 %) in Ethanol
Tabelle 3.12: Parameter der Kjehldahl-Destillation des Programms „Caseine2“
Parameter Details
Anlage Büchi Distillation Unit B-324
Wasser 30 mL
konz. Natronlauge 65 mL




Der entstehende Ammoniak wurde durch die Wasserdampfdestillation quantitativ in die 2%ige
Borsäurevorlage eingeleitet. Die Lösung wurde am Metrohm 775 Dosimat bis zum Farbum-
schlag des Tashiroindikators von grün nach grau-violett mit 0,05 M Schwefelsäure titriert. Die
Sticksto- und Proteingehalte wurden nach den Formeln 3.1 und 3.2 berechnet.
N =
(VProbe − VBlindwert) · 1, 4008
mProbe · 10 (3.1)
P = N · F (3.2)
N Stickstogehalt in %
VProbe Volumen verbrauchte 0,05 M Schwefelsäurelösung in ml
VBlindwert Volumen verbrauchte 0,05 M Schwefelsäurelösung in ml
F Proteinspezischer Faktor (HEWL: 5,295; Milchprodukte: 6,325)
P Proteingehalt in %
1,4008 Umrechnungsfaktor
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3.3 Methoden zur Bestimmung der ACE-Aktivität
In der Literatur gibt es ein großes Spektrum an bestehenden Methoden zur Messung der ACE-
Aktivität. Die Methoden unterscheiden sich vor allem in den eingesetzten Substraten. In die-
ser Arbeit wurden drei verschiedene Methoden zur ACE-Aktivitätsbestimmung verwendet.
Zum einen wurde ein Aktivitätstest zur Unterscheidung der ACE-Domänen mit Fluoreszenz-
Resonanzenergietransfer (FRET)-Substraten genutzt. Außerdem wurde die Aktivität des ACEs
mit dem natürlichen Substrat Angiotensin I sowie mit Hilfe eines synthetischen Angiotensin
I-Analogons, Hippuryl-histidyl-leucin (HHL), bestimmt.
3.3.1 Vorgehen zur Bestimmung der Km- bzw. K’-Werte und
Maximalgeschwindigkeit der Substrathydrolyse
Zur Bestimmung des Km bzw. des K’-Wertes wurden die Reaktionsgeschwindigkeiten unter
Variation der Substratkonzentration und konstanter Enzymmenge bestimmt. Die ca. 8 bis 10
verschiedenen Substratkonzentrationen wurden so gewählt, dass sie zwischen 0,1 bis 5x Km
variierten und auch die maximale Umsatzgeschwindigkeit abbildeten. Die genauen Versuchs-
bedingungen der beiden ACE-Testsysteme sind in den Kapiteln 3.4.2 und 3.5.2 erläutert. Die
ermittelten Umsatzgeschwindigkeiten wurden gegen die Substratkonzentration im Testsystem
aufgetragen. Die Analysedaten wurden mit Hilfe des Programmes Origin Pro 9.2 ausgewer-
tet. Die Messdaten wurden nach dem Modell der Hill-Gleichung (Formel 3.3) angepasst, wenn
das Substrat von beiden aktiven Zentren des sACEs umgesetzt wurde und an die Michaelis-
Menten-Gleichung (Formel 3.4) angepasst, wenn die Substrate von einem aktiven Zentrum
hydrolysiert wurden. Aus der nicht-linearisierten Kurvenanpassung konnten K’ bzw. Km und
vmax direkt bestimmt werden.
v =
vmax · [S]h










K’ Substratkonzentration S bei v = 0,5· vmax, wenn h=1, dann ist K’ = Km
h Hillkoezient
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3.3.2 Bestimmung des Inhibitortyps
Für die Bestimmung des Hemmtyps wurden die Änderung des Km bzw. K’ und der Maximal-
geschwindigkeit vmax mit und ohne Inhibitorzusatz bestimmt. Dazu wurden jeweils drei ver-
schiedene Konzentrationen des Hemmstoes eingesetzt, welche unterhalb des jeweiligen IC50-
Wertes lagen. Die Parameter Km und vmax wurden nach direkter Anpassung an die Michaelis-
Menten- oder Hill-Gleichung bestimmt (Kapitel 3.3.1). Zusätzlich zur Auswertung der nicht-
linearisierten Anpassung wurde das Linearisierungsverfahren nach Lineweaver-Burk verwen-
det (Formel 3.5). Dabei wurde die reziproke Reaktionsgeschwindigkeit gegen die reziproke
Substratkonzentration aufgetragen. Aus der Geradengleichung ließen sich Km und vmax er-

















3.3.3 Ermilung der Hemmstärke eines Inhibitors
Zur Beurteilung der Hemmstärke verschiedener Inhibitoren wurde der IC50-Wert bestimmt.
Dieser gibt die Konzentration eines Hemmstoes an, bei der eine 50%ige Inhibierung des
Enzyms erreicht wird. Dazu wurde die Enzymaktivität unter Variation der Inhibitorkonzen-
tration und konstanter Substrat- und Enzymmenge bestimmt. Die Aktivität des ACEs ohne
Inhibitorzusatz (Kontrollwert) wurde auf 100 % festgelegt. Die ermittelten Enzymaktivitäten
unter Zusatz eines Hemmstoes wurden mit dem Kontrollwert ins Verhältnis gesetzt und dar-
aus die prozentuale Inhibierung berechnet. Neben dem Kontrollwert wurde für jede Mess-
reihe ein Blindwert ohne Enzymzusatz mitgeführt. Dieser erfasste einen möglichen nicht-
enzymatischen Abbau des Substrates. Die eingesetzten Konzentrationen des Inhibitors wurden
in einem großen Konzentrationsbereich (über vier Zehnerpotenzen) variiert und gleichmäßig
um den IC50-Wert verteilt. Die prozentualen Inhibierungen wurden gegen die logarithmier-
ten Inhibitorkonzentrationen aufgetragen. Die nicht-linearisierte Anpassung der Daten an die
Bolzmannfunktion (Formel 3.6) erfolgte mit der Software Origin Pro 9.2. Eine bessere Ver-
gleichbarkeit mit Literaturwerten kann der Ki-Wert bieten. Er lässt sich unter Einbeziehung
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dx Dierential über der x-Achse
A1 niedrigster y-Wert bei y −∞
A2 höchster y-Wert bei y +∞
x Konzentration Inhibitor
y Inhibierung in %
IC50 Inhibitorkonzentration bei 50 % Enzymhemmung
Ki Dissoziantionskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes
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3.4 Aktivitätsbestimmung mit dem Angiotensin
I-Analogon Hippuryl-histidyl-leucin
Prinzip
Die Aktivitätsmessungen mit dem synthetischen Angiotensin I-Analogon Hippuryl-histidyl-
leucin (HHL) erfolgte in Anlehnung an das Testsystem von Cushman et al. (1977) in einem
Mikrotiterplatten-Assay. Das ACE spaltete das synthetische Substrat HHL in die Produkte
Histidyl-leucin und Hippursäure. Die ACE-Aktivität wurde über den Gehalt an gebildeter Hip-
pursäure deniert. Die Herstellung der verwendeten Reagenzien sind in Tabelle 3.13 gelistet.
Reagenzien
Tabelle 3.13: Reagenzien zur ACE-Aktivitätsbestimmung mit dem Substrat HHL
Reagenzien Herstellung
HEPES-Puer 1 50 mM HEPES (pH 8,3 bei 37 °C)
HEPES-Puer 2 50 mM HEPES mit 70 mM Natriumchlorid (pH 8,3 bei 37 °C)
HEPES-Puer 3 50 mM HEPES mit 300 mM Natriumchlorid (pH 8,3 bei 37 °C)
HEPES-Puer 4 50 mM HEPES mit 450 mM Natriumchlorid (pH 8,3 bei 37 °C)
HEPES-Puer 5 50 mM HEPES mit 830 mM Natriumchlorid (pH 8,3 bei 37 °C)
Modellenzym kACE
(Kaninchenlunge)
Stammlösung: 0,25 U in 4 ml HEPES-Puer lösen, aliquotieren
und in LoBind Tubes bei -80 °C lagern,
Stammlösung vor Einsatz erneut 1+1 mit 50 mM HEPES-
Puer verdünnen
Substrat 5 mM HHL-Lösung in 50 mM HEPES Puer mit 300 mM Na-
triumchlorid für Testsystem 3.4.1,
5 mM HHLgelöst in HEPES Puer 1 bis 5 für Messung der
Chloridabhängigkeit,
0,3–10 mM HHL-Lösung in 50 mM HEPES Puer mit 300 mM
Natriumchlorid für Testsystem 3.4.2
Inhibitorlösungen Stammlösungen: 1 mM Lösung in Reinstwasser
AW, Captopril, EDTA, EW, IPP, IW, RW, VPP, VW, WE, WL,
WR, WV, WW, WY, YW
Stoppagenz 1 M Salzsäure
Kalibierstandards 5–100 µM Hippursäure in Reinstwasser
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3.4.1 ACE-Aktivitätsbestimmung mit dem Substrat HHL
Die ACE-Aktivität wurde über den Gehalt an gebildeter Hippursäure deniert. Durch Zuga-
be eines ACE-Inhibitors wurde die Hippursäurebildung gehemmt und somit die ACE-Aktivität
verringert. Für die Bestimmung der Inhibitorwirkung wurden für jede Messreihe ein Kontroll-
und ein Blindwert mitgeführt. Der Kontrollwert ohne Inhibitor entsprach der 100%igen En-
zymaktivität und der Blindwert erfasste mögliche nicht-enzymatische Abbaureaktionen des
Substrates. Für die Bestimmung der Chloridabhängigkeit der HHL-Hydrolyse wurde das Sub-
strat HHL in fünf unterschiedlichen HEPES-Puern mit verschiedenen Chloridgehalten ge-
löst (Tabelle 3.13). Der Test wurde in einer transparenten 96-Well-Mikrotiterplatte nach dem
in Tabelle 3.14 angegebenen Schema durchgeführt. Die enzymatische Reaktion wurde durch
die Zugabe von 85 µl 1 M Salzsäure gestoppt. Der Hippursäuregehalt der Proben wurde mittels
RP-HPLC-UV bestimmt (Kapitel 3.4.5). Die Injektion erfolgte direkt aus der Mikrotiterplatte.
Tabelle 3.14: Testschema zur Bestimmung der ACE-Aktivität mit dem Substrat HHL
Reagenz Kontrolle (µl) Probe (µl) Blindwert (µl)
Inhibitor - 25 -
Reinstwasser 25 - 25
Enzym (kACE) 20 20 -
HEPES-Puer - - 20
Vorinkubation 10 min bei 37 °C
Substrat HHL 50 50 50
Inkubation 2,5 h bei 37 °C
Zugabe Stoppagenz 85 85 85
3.4.2 Bestimmung der Km- bzw. K’-Werte und vmax der
HHL-Hydrolyse
Die Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeiten erfolgte nach dem in Kapitel 3.4.1 ange-
gebenen Schema unter Variation der HHL-Konzentration (0,2 bis 7 mM). Drei verschiedene
Konzentrationen der Hemmstoe AW (3; 5 und 8 µM) und IW (0,05; 0,1 und 0,2 µM) wurden
eingesetzt und die Parameter Km und vmax nach direkter Anpassung an die Michaelis-Menten
bestimmt. Zusätzlich zu der Auswertung der nicht-linearisierten Anpassung wurde das Linea-
risierungsverfahren nach Lineweaver-Burk verwendet (Kapitel 3.3.2).
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3.4.3 Modifikation des Testsystems zur Beurteilung der
slow binding-Kinetik mit dem Substrat HHL
Im Gegensatz zum Testsytem 3.4.1 erfolgte eine zeitabhängige Beurteilung der Produktbildung
in An- und Abwesenheit des Inhibitors. Dazu wurde der Test analog zu Kapitel 3.4.1, jedoch
mit 10-fachem Reaktionsansatz durchgeführt. Nach verschiedenen Inkubationszeiten wurden
Aliquote abgenommen und die enzymatische Reaktion durch Salzsäurezusatz beendet. Die
Quantizierung der gebildeten Hippursäure erfolgte nach Kapitel 3.4.5
Tabelle 3.15: Testsystem zur Beurteilung einer slow binding-Kinetik mit dem Substrat HHL
Reagenz Kontrolle (µl) Probe (µl) Blindwert (µl)
Enzym (kACE) 200 200 -
HEPES-Puer - - 200
Inhibitor - 250 -
Reinstwasser 250 - 250
Vorinkubation 10 min bei 37 °C
Substrat HHL, c=5 mM 500 500 500
Inkubation bei 37 °C für t=5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 und 90 min
nach ti werden V=95 µl Aliquote abgenommen
Zugabe Stoppagenz 85 85 85
3.4.4 Modifikation des Testsystems zur Beurteilung der
tight binding-Kinetik mit dem Substrat HHL
Zur Beurteilung einer langsam-reversiblen Bindungskinetik zwischen Inhibitor und Enzym
musste das Testsystem 3.4.1 modiziert werden. Es erfolgte eine Vorinkubation von Enzym
und Inhibitor zur Ausbildung des E-I-Komplexes, bei der die Inhibitorkonzentration 5 x dem
IC50-Wert entsprach und die Enzymkonzentration 50-fach zum normalen Testsystem erhöht
wurde. Durch Substratzugabe wurde der Reaktionsansatz 1:50 verdünnt und die enzymatische
Reaktion gestartet. Die Inhibitorkonzentration entsprach 0,1x des IC50-Wertes. Nach verschie-
denen Inkubationszeiten wurden Aliquote genommen und die enzymatische Reaktion durch
Salzsäurezusatz inaktiviert. Die Hippursäurebildung in Anwesenheit eines Inhibitors wurde
mit der Kontrollprobe ohne Inhibitor ins Verhältnis gesetzt. Die Quantizierung der gebilde-
ten Hippursäure erfolgte nach Kapitel 3.4.5.
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Tabelle 3.16: Testsystem zur Beurteilung einer tight binding-Kinetik mit dem Substrat HHL
Reagenz Kontrolle (µl) Probe (µl) Blindwert (µl)
Enzym 0,62 U/L (kACE) 60 60 -
Inhibitor 5x IC50 - 10 -
Reinstwasser 10 - 10
Vorinkubation 15 min bei 37 °C
nach Vorinkubaton werden je 20 µl der Enyzm-Inhibitor-
Mischung abgenommen und mit der Substratlösung versetzt
Substrat HHL, c=2,7 mM 980 980 980
HEPES-Puer - - 10
Inkubation bei 37 °C für t=2, 5, 7, 10, 15, 20, 25, 30 und 45 min
nach ti werden V=95 µl Aliquote abgenommen
Zugabe Stoppagenz 85 85 85
3.4.5 antifizierung des Reaktionsproduktes Hippursäure
Die Hippursäure als Reaktionsprodukt der enzymatischen Reaktion wurde mittels RP-HPLC-
UV bei λ=228 nm detektiert. Die Quantizierung des Reaktionsproduktes erfolgte mit einer
externen Kalibrierung mit synthetischen Hippursäurestandards. Der HPLC-Gradient für die
Bestimmung von Hippursäure ist in Tabelle 3.18 angegeben.
Tabelle 3.17: HPLC-Parameter für die Quantizierung der Hippursäure
Parameter Details
Anlage HPLC analytisch 1
Säule HPLC Säule 1
Säulentemperatur 35 °C
Eluent A 1,8 mM Ameisensäure, membranltriert, entgast
Eluent B Methanol (HPLC grade), membranltriert, entgast
Injektionsvolumen 30 µl
Flussrate 1 ml/min
Detektion UV: λ=228 nm
Auswertung Chromgate 3.1.7
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Tabelle 3.18: HPLC-Gradient für die Quantizierung von Hippursäure











Die ACE-Aktivitätsbestimmung wurde in Anlehnung an die Methode von Carmona et al.
(2006) modiziert. Sie basiert auf der Nutzung von Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-
Peptiden (FRET), die als Donorgruppe einen Aminobenzoesäurerest und als Quenchergruppe
einen Dinitrophenolrest besitzen. Die Peptide fungierten als Substrate für das ACE. Durch
die Spaltung der Peptide war eine Zunahme der Fluoreszenz detektierbar. Die FRET-Peptide
werden, abhängig von ihrer Struktur, selektiv von den beiden aktiven Zentren des ACE umge-
setzt. Das Substrat Abz-SDK(Dnp)P-OH, welches überwiegend von der N-Domäne des ACEs
gespalten wird und das bevorzugt von der C-Domäne umgesetzte Substrat Abz-LFK(Dnp)-
OH gaben die Aktivitäten der Einzeldomänen wieder. Das FRET-Substrat Abz-FRK(Dnp)P-OH
wird von beiden aktiven Zentren gleichwertig umgesetzt und konnte als Maß für die Gesamt-
ACE-Aktivität genutzt werden. Die verwendeten Reagenzien und deren Herstellung sind in
Tabelle 3.19 aufgelistet.
Reagenzien
Tabelle 3.19: Reagenzien zur Aktivitätsbestimmung mit den FRET-Substraten.
Reagenzien Herstellung
TRIS-Puer 100 mM TRIS mit 50 mM NaCl (pH 7,0 bei 37 °C)
FRET-Substrate:
Stammlösung 1 mg FRET-Substrat (Abz-FRK(Dnp)P-OH, Abz-LFK(Dnp)-
OH, Abz-SDK(Dnp)P-OH) in 1 ml DMSO lösen
Konzentration der Stammlösung bestimmen (siehe Kapitel
3.5.1)
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Reagenzien Herstellung
Aktivitätsbestimmung Verdünnung mit TRIS-Puer 1 c=1x Km (Tabelle 3.23) im
Assay
Bestimmung Km bzw. K’ Abz-LFK(Dnp)-OH: 2,4–100 µM
Abz-SDK(Dnp)P-OH): 5–80 µM
Abz-FRK(Dnp)P-OH: 1–41 µM
Inhibitorlösungen Stammlösungen: 1 mM Lösung in TRIS
AW, Lisinopril, EW, IPP, IW, RW, VPP, VW, WE, WL, WR,
WV, WW, WY, YW
Modellenzym kACE 0,25 U in 4 ml TRIS-Puer lösen, aliquotieren und bei -80 °C
lagern vor der Verwendung erneut 1+1 mit TRIS-Puer
verdünnen
Rekombinant humanes ACE 0,01 U in 1 ml TRIS-Puer lösen, aliquotieren und bei -80 °C
lagern vor der Verwendung erneut 1+3 mit TRIS-Puer
verdünnen
Humanes sACE humanes Plasma (Kapitel 3.7.2), Plasma aliquotieren und
in LoBind Tubes bei -80 °C lagern, vor Analyse auf Raum-
temperatur bringen, vor Verwendung 1+3 mit TRIS-Puer
verdünnen
3.5.1 Bestimmung der Reinheit unter Verwendung der FRET-Peptide
Vor der Aktivitätsbestimmung musste zunächst die tatsächliche Konzentration der Substrat-
stammlösung bestimmt werden. Zur Herstellung der Stammlösung wurden 1 mg des FRET-
Peptides in 1 ml Dimethylsulfoxid gelöst. Durch Verdünnung der Stammlösung mit TRIS-
Puer wurden verschiedene Substratkonzentrationen (1-6 µg/ml) hergestellt. Die Absorption
der Lösungen wurde bei λ=365 nm in Küvetten vermessen. Unter Einbeziehung des mola-
ren Extinktionskoezienten der Dinitrophenolgruppe (e=17300 M-1cm-1) und des Lambert-
Beer’schen Gesetzes konnte aus den ermittelten Absorptionswerten die Konzentration der
Stammlösung berechnet werden. Der Vergleich der berechneten Substratkonzentration mit
der theoretischen Konzentration ergab die Reinheit der Produkte.
3.5.2 Bestimmung der Km- bzw. K’-Werte und vmax der
FRET-Hydrolyse
Für die Bestimmung der Km- bzw. K’-Werte wurde das in Tabelle 3.21 angegebene Testschema
verwendet. Die Substrate wurden in acht verschiedenen Konzentrationen bei konstanter En-
zymmenge eingesetzt (Tabelle 3.19), wobei darauf geachtet wurde, dass die Messpunkte in der
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Michaelis-Menten-, Hill- und in der Lineweaver-Burk-Darstellung gleichmäßig verteilt waren.
Das Gesamtvolumen der Assays betrug immer V=120 µl und die Inkubation erfolgte in einer
schwarzen 96-Well Mikrotiterplatte. Es wurde jeweils ein Blindwert mit der höchsten Substrat-
konzentration mitgeführt, der statt des Enzyms TRIS-Puer enthielt und den möglichen nicht-
enzymatischen Abbau der Substrate erfasste. Die Bildung der Reaktionsprodukte, erkennbar
an der Zunahme der Fluoreszenz, wurde kontinuierlich im Mikrotiterplattenlesegerät (Tabelle
3.3) detektiert. Die verwendeten Geräteparameter sind in Tabelle 3.22 dargestellt. Zur Bestim-
mung des Hemmmechanismus wurden die Km- bzw. K’-Werte und vmax mit und ohne Inhi-
bitorzusatz bestimmt. Es wurden drei verschiedene Inhibitorkonzentrationen eingesetzt, wel-
che unterhalb des jeweiligen IC50-Wertes lagen. Die ermittelten Reaktionsgeschwindigkeiten
wurden gegen die Substratkonzentration mit dem Programm Origin Pro 9.2 aufgetragen. Die
nicht-linearisierte Anpassung der Daten für die der Hydrolyse der Substrate Abz-FRK(Dnp)P-
OH und Abz-LFK(Dnp)-OH erfolgte mit einem Modell nach der Hill-Gleichung, da die Sub-
strate von beiden ACE-Domänen umgesetzt werden. Für das Substrat Abz-SDK(Dnp)P-OH
wurden die Daten an die Michaelis-Menten-Gleichung angepasst, da es vorrangig von einer
Domäne des Enzyms hydrolysiert wird. Zusätzlich zu der Auswertung der nicht-linearisierten
Anpassung, wurde das Linearisierungsverfahren nach Lineweaver-Burk verwendet.
Tabelle 3.20: Testschema zur Bestimmung von Km, K’ und vmax mit den FRET-Substraten
Reagenz Kontrolle (µl) Probe (µl) Blindwert (µl)
FRET-Substrat 60 60 60
Inhibitor - 40 -
TRIS-Puer 40 - 40
Vorinkubation 10 min bei 37 °C
Enzymlösung 20 20 -
TRIS-Puer - - 20
Inkubation 60 min bei 37 °C, kontinuierliche
Detektion im Mikrotiterplattenlesegerät (Tabelle 3.22)
3.5.3 ACE-Aktivitätstest mit den FRET-Peptiden
Der Versuchsaufbau der Aktivitätsbestimmung ist in Tabelle 3.21 angeben. Die eingesetzte
Substratkonzentration im Testsytem entsprach der Konzentration des jeweiligen Km- bzw. K’-
Wert des Substrates und variierte somit zwischen den Substraten und den Enzymspezies. Zu
jeder Messung wurde ein Blindwert ohne Enzymzugabe mitgeführt. Die Bildung der Reakti-
onsprodukte, erkennbar an der Zunahme der Fluoreszenz, wurde kontinuierlich im Mikroti-
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terplattenlesegerät (Tabelle 3.3) detektiert. Die verwendeten Geräteparameter sind in Tabelle
3.22 dargestellt. Bei den Versuchen mit k- und rh-ACE wurden die Inhibitorlösungen mit dem
Enzym vorinkubiert und die enzymatische Reaktion mit der Zugabe des Substrates gestar-
tet. Bei der Verwendung von Plasma-ACE wurde nur der Inhibitor Lisinopril mit dem Enzym
vorinkubiert. Alle peptidischen Inhibitoren wurden mit dem Substrat vorinkubiert und die
Reaktion mit Plasmazugabe gestartet, um den Abbau der Inhibitoren durch Plasmapeptidasen
zu vermeiden. Die ACE-Aktivitätsbestimmung beruhte auf einer kontinuierlichen Messung
der Produktbildung (Tabelle 3.22). Die Reaktionsgeschwindigkeit wurde anhand des linearen
Anstieges der Fluoreszenzintensität als Arbitary Fluoreszenz Units (AFU) pro Minute ermit-
telt. Unter den verwendeten Messbedingungen war ein linearer Reaktionsverlauf zwischen 10
und 30 Minuten Inkubationszeit zu beobachten. In diesem Zeitfenster wurde der Anstieg der
Produktbildung pro Zeit zur Berechnung der Enzymaktivität verwendet.
Tabelle 3.21: Testschema zur Bestimmung der ACE-Aktivität mit den FRET-Substraten
Reagenz Kontrolle (µl) Probe (µl) Blindwert (µl)
FRET-Substrat, c(Assay)=1xK‘ 30 30 30
Inhibitor - 40 -
TRIS-Puer 70 30 70
Vorinkubation 10 min bei 37 °C
Enzym 20 20 -
TRIS-Puer - - 20
Inkubation 60 min bei 37 °C, kontinuierliche
Detektion im Mikrotiterplattenlesegerät (Tabelle 3.22)
Tabelle 3.22: Parameter des Mikrotiterplattenlesergeräts zur kontinuierlichen Messung der
Fluoreszenzintensität
Parameter Details
Gerät Tecan innite M200
Software Tecan i-control 1.1.9.0
Platte Brand 96 at bottom black
Shaking Duration: 5 s
Amplitude: 2,5 mm
Temperatur Target: 37 °C
Messung Kinetic Measurement
Interval Time Minimal
Mode Fluorescence Top Reading
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Parameter Details
Wavelength λex=320 nm, λem=420 nm
Bandwith Excitation: 9 nm, Emission: 20 nm
Gain Manual: 80
Number of reads 25
Integration Time 20 µs
Lag Time 5 µs
Settle Time 0 ms
3.5.4 Totalhydrolyse der FRET-Peptide
Zur Umrechnung der detektierten Arbitary Fluoreszenz Units (AFU) in die gebildete Produkt-
menge wurden eine denierte Substratmenge vollständig durch das ACE in ihre Produkte
gespalten. Dazu wurden c=1 µM Substratlösung in TRIS-Puer mit kACE bei 37 °C bis zur
kompletten Substrathydrolyse inkubiert. Der vollständige Ablauf der Reaktion war an einer
konstanten maximalen Fluoreszenzintensität über die Zeit erkennbar. Der maximal detektierte
AFU-Wert entsprach der Fluoreszenzintensität von 1 µM Produkt. Dieser Wert wurde für jedes
FRET-Substrat bestimmt. Die ermittelten maximalen AFU-Werte der jeweiligen Substrate sind
in Tabelle 3.23 dargestellt. Die Genauigkeit des Messgerätes Tecan Innite M200 wurde mit
einer 1 nM Fluoresceinlösung in 0,01 M NaOH-Lösung überprüft.
Tabelle 3.23: Ermittelte kinetische Parameter für die Hydrolyse der FRET-Peptide




3.5.5 Berechnung der Enzymaktivität
Die bestimmte Hydrolyserate in AFU pro Minute konnte, basierend auf der in Kapitel 3.5.4 be-
schriebenen Totalhydrolyse des Substrates, in die gebildete Produktmenge (µmol) pro Minute
umgerechnet werden. Dies ermöglichte die Berechnung der Enzymaktivität des ACEs in Units.
Unter Einbeziehung der eingesetzten Enzymmenge bzw. Plasmamenge ließ sich dadurch die
spezische Aktivität berechnen.
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3.6 ACE-Aktivitätsbestimmung mit dem natürlichen
Substrat Angiotensin I
Die ACE-Aktivitätsbestimmung basiert auf der Nutzung des natürlichen Substrats Angioten-
sin I. Das ACE spaltet das Dekapeptid unter Abspaltung eines Dipeptides in das Oktapetid An-
giotensin II. Der Test wurde in einer transparenten 96-Well-Mikrotiterplatte nach den in Tabel-
le 3.24 aufgelisteten Reagenzien und den in Tabelle 3.25 angegebenem Schema durchgeführt.
Eine Kontrolle mit Wasser statt Inhibitorlösung diente zur Bestimmung der 100%igen Enzy-
maktivität. Zur Beurteilung nicht-enzymatischer Abbauprozesse wurde ein Blindwert ohne In-
hibitor oder Enzymzusatz mitgeführt. Die enzymatische Reaktion wurde durch die Zugabe von
organischen Lösungsmitteln gestoppt, da Angiotensin I und II säurelabil sind. Anschließend
erfolgte eine 1:10 Verdünnung der Ansätze mit einem Gemisch aus 85 Anteilen Stoppagenz und
95 Anteilen bidestilliertem Wasser. Die verdünnten Ansätze wurden membranltriert und der
Angiotensin II-Gehalt der Proben wurde mittels über LC-MS/MS im MRM-Modus bestimmt
(Tabelle 3.28).
Reagenzien
Tabelle 3.24: Reagenzien zur ACE-Aktivitätsbestimmung mit dem Substrat Angiotensin I
Reagenzien Herstellung
HEPES-Puer 1 50 mM HEPES mit 300 mM Natriumchlorid (pH 8,3 bei 37 °C)
Angiotensin I 2 mM in 50 mM HEPES-Puer 2, für Assay auf 266 µM mit
50 mM HEPES-Puer 2 verdünnen
Modellenzym
rhACE
Stammlösung: 0,010 U/ml, 1:200 mit 50 mM HEPES-Puer 1
verdünnen
Modellenzym kACE Stammlösung: 0,062 U/ml,
1:20 mit 50 mM HEPES-Puer 1 verdünnen
Kalibrierstandards Standards: 10-100 nM Ang II in 50 mM HEPES-Puer 2 (95 µl
dieser Lösung mit 85 µl Stopagenz versetzen
Stoppagenz Mischung Acetonitril +Methanol (LC-MS grade; 7+3)
Durchführung
Tabelle 3.25: Testschema zur Bestimmung der ACE-Aktivität mit dem Substrat Angiotensin I
Reagenz Kontrolle (µl) Probe (µl) Blindwert (µl)
Substrat Angiotensin I , c=266 µM 50 50 50
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Reagenz Kontrolle (µl) Probe (µl) Blindwert (µl)
Inhibitor - 25 -
Reinstwasser 25 - 25
Vorinkubation 10 min bei 37 °C
Enzym 20 20
HEPES-Puer(pH 8,3; 300 mM
NaCl)
- - 20
Inkubation 1 h bei 37 °C
Stopagenz 85 85 85
antifizierung von Angiotensin I und II
Die Quantizierung mittels LC-MS/MS erfolgte mit den in den Tabellen 3.26 und 3.27 angege-
benen Parametern. Tabelle 3.28 beschreibt die Parameter der verwendeten MRM-Methode.
Tabelle 3.26: LC-MS/MS-Parameter für die Detektion und Quantizierung der Peptide Angio-
tensin I und Angiotensin II
Parameter Details
Anlage Agilent Technologies 1200 Series
Säule LC-MS Säule 2
Säulentemperatur 40 °C
Eluent A 10 mM Essigsäure in bidest. Wasser, membranltriert, entgast









Spray Tip Potential: 4000 V positiv
Detektion MS: Multi Reaction Monitoring
EMV 0 V
cycles / s 0,31
dwell time 200 ms
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Tabelle 3.27: HPLC-Gradient für die Quantizierung von Angiotensin I und II








Tabelle 3.28: MRM-Parameter für die Detektion der Peptide Angiotensin I und Angiotensin II
Zeit Peptid Vorläufer- Fragment- Fragmentor- Kollisions-
(min) Ion (m/z) Ion (m/z) spannung (V) spannung (V)
0-4 to waste
4-20 Ang II 349.2 136,1 Quantier 80 11
272,2 Qualier 80 11
371,3 Qualier 80 11
Ang I 325 110,0 Quantier 80 25
136,0 Qualier 80 25
20-29 to waste
3.7 Untersuchung zur Bioverfügbarkeit von
tryptophanhaltigen Dipeptiden
3.7.1 Simulierte gastrointestinale Verdauung nach DIN 19738
Die simulierte gastrointestinale Verdauung wurde in Anlehnung an DIN 19738 (2004) durchge-
führt. Für die Beurteilung der Stabilität der Dipeptide wurden das IW-bzw. AW-haltige Molken-
protein- und Lysozymhydrolysat und die intakten Proteine mit je einem Blindwert ohne Prote-
in bzw. Hydrolysat für zwei Stunden unter simulierten Magenbedingungen (Pepsin, pH=2) und
dann für weitere sechs Stunden unter simulierten Darmbedingungen (Pankreatin/Trypsin,
pH=7,5) inkubiert. Die Stabilität der Dipeptide AW und IW in den Proteinhydrolysaten wur-
de durch die Gehalte vor und nach der simulierten Verdauung mittels RP-HPLC mit UV- und
Fluoreszenzdetektion bestimmt.
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Reagenzien
Tabelle 3.29: Reagenzien für die simulierten Verdauung
Reagenzien Herstellung
Mineralischer Magensaft 290 mg NaCl, 70 mg KCl und 27 mg KH2PO4 mit bidest. Was-
ser in einem 100 ml-Maßkolben überführen und bis zur Marke
auüllen
Synthetischer Magensaft 5 mg Pepsin und 10 mg Mucin in 25 ml mineralischen Magen-
saft lösen
Mineralischer Darmsaft 15 mg KCl, 25 mg CaCl2 x 2 H2O, 10 mg MgCl2 x 6 H2O, 50 mg
NaHCO3, 15 mg Harnsto mit bidest. Wasser in einen 100 ml-
Maßkolben überführen und bis zur Marke auüllen
Synthetischer Darmsaft 36 mg Pankreatin und 1,2 mg Trypsin in 20 ml mineralischen
Darmsaft lösen
Durchführung
Für die Simulation der Magenpassage wurde 500 mg intaktes Protein bzw. gefriergetrocknete
Proteinhydrolysat unter Rühren (300 U/min) in 20 ml synthetischem Magensaft (Tabelle 3.29)
gelöst und anschließend auf 5 ml-Aliquoten aufgeteilt. Der Blindwert bestand ausschließlich
aus synthetischem Magensaft und detektiert die, durch eine Autolyse, entstandenen Peptide.
Im Wasserbad wurden die Proben auf einem beheizbaren Magnetrührwerk auf 37 °C erwärmt.
Anschließend wurde der pH-Wert der Suspension mit 1 M HCl auf 2,0 eingestellt und die Pro-
ben für 2 Stunden inkubiert. Nach je einer Stunde erfolgte eine Korrektur des pH-Wertes mit
3 M NaOH, damit der pH-Wert der Reaktion annähernd konstant blieb. Zur Beurteilung der
Stabiliät der Peptide während der Magenpassage wurde ein Aliquot der Proben und des Blind-
wertes von 1,5 ml abgenommen und zur Inaktivierung des Pepsins bei 95 °C für 15 min im
Wasserbad erhitzt. Nach Ende der Magenstufe wurde zu den Suspensionen (Probe bzw. Blind-
wert) 3,5 mL synthetischer Darmsaft (Tabelle 3.29) gegeben, und der pH-Wert der Lösungen
mit 3 M NaOH auf 7,5 bei 37 °C eingestellt. Insgesamt wurden die Proben 6 Stunden bei 37 °C
im Wasserbad inkubiert und der pH-Wert stündlich durch Zugabe von 3 M NaOH auf 7,5 kor-
rigiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben und der Blindwert für 15 min bei
95 °C inaktiviert. Zur Quantizierung der tryptophanhaltigen Peptide IW und WL wurden die
Proben verdünnt, membranltriert und mit dem in Kapitel 3.2.3 angegebenen HPLC-System
vermessen. Der Stickstogehalt der Proben wurde nach Kapitel 3.2.5 bestimmt.
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3.7.2 Humanstudien zur Bioverfügbarkeit von tryptophanhaltigen
Dipeptiden
Zur Untersuchung einer möglichen Wirkung in vivo wurde der Einuss der oralen Aufnahme
des Dipeptids IW, eines IW-haltigen Molkenproteinhydrolysates und eines intakten Molken-
proteinkonzentrates auf die Blutplasmakonzentration des Dipeptids IW ermittelt.
Studiendesign
An der Studie nahmen eine gesunde weibliche und ein gesunder männlicher Proband in ei-
nem Alter zwischen 22 und 36 Jahren und einem BMI zwischen 19 und 23 teil. Die Studien
fanden immer zwischen 9 und 10 Uhr am Vormittag statt. Die Probanden durften zwei Stun-
den vor Studienbeginn keine Nahrung zu sich nehmen und sollten vasoaktive Nahrungsmittel
wie Kaee, Schwarztee und Milchprodukte vermeiden. Während des Untersuchungszeitraums
saßen die Probanden und zusätzlicher Stress wurde vermieden. Die Aufnahmen von Wasser
und Früchtetee war den Probanden während der Untersuchung gestattet. 50 mg des Dipeptids
IW, 10 g des Molkenproteinhydrolysates (c(IW)= 5,0±0,3 mg/g Hydrolysat) bzw. 10 g des Mol-
kenproteins wurden vollständig in 200 ml Leitungswasser gelöst. Die orale Aufnahme des üs-
sigen Hydrolysats durch die Probanden erfolgte schnell und ohne lange Pausen (< 1 Minute).
Vor und nach der Gabe des Molkenproteinhydrolysats bzw. des Molkenproteinkonzentrates
wurden in denierten Abständen mit Hilfe eines peripheren Venenverweilkatheters Blutpro-
ben abgenommen. Der Gesundheitszustand der Probanden wurde über den Studienzeitraum
protokolliert und von einem Arzt untersucht.
Plasmagenerierung
Die Blutentnahme erfolgte im Medizinisch Theoretischen Zentrum am Institut für Physiologie
der TU Dresden. Den gesunden und nüchternen Probanden wurde venöses Blut in Monovet-
ten mit Natriumcitrat als Antikoagulanz für die Bestimmung der ACE-Aktivität und EDTA
für die Quantizierung der Dipeptidkonzentration im Blutplasma abgenommen. Unmittelbar
nach der Blutabnahme erfolgte die Plasmagenerierung durch Zentrifugation bei 1500 x g und
T=4 °C für t=20 min. Nach Abtrennung der Zellfraktion wurde der Überstand (Plasma) für die
Quantizierung der Dipeptidplasmakonzentration weiter nach Kapitel 3.7.2 aufgearbeitet.
Für die Bestimmung der ACE-Aktivität wurden die Proben in 200 µl-Aliquote portioniert und
bei -80 ◦C in LoBind-Tubes gelagert um mehrmaliges Auftauen und damit eine Abnahme der
ACE-Aktivität zu vermeiden. Die ACE-Aktivität der Plasmaproben wurde durch Frau Dr. Mar-
tin (Institut für Physiologie, TU Dresden) ermittelt. Das verwendete Testsystem ist an die
Messmethode in Kapitel 3.4 angelehnt und in (Kaiser et al., 2016) beschrieben worden.
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Reagenzien
Tabelle 3.30: Reagenzien zur Quantizierung von IW im humanen Plasma
Reagenzien Herstellung
Interner Standard 1 mM 13C615N-Isoleucyl-Tryptophan in bidest. Wasser
Fällungsreagenz Mischung Acetonitril/Methanol (LC-MS grade, 70+30 (v/v))
Resolubilisierungsreagenz Mischung aus Eluent A und B (98+2) (Tabelle 3.31)
Kalibrierung 0,5–80 nM IW-Lösung in bidest. Wasser mit je 6,2 nM ISIW
Plasmaaufarbeitung für die Peptidquantifizierung
Die Plasmaaufarbeitung erfolgte nach der entwickelten Aufarbeitungs- und Messmethode von
Kaiser et al. (2016) und ist schematisch in Abbildung 3.1 dargestellt. Pro Plasmaprobe wurde
50 µL interner 13C615N-Isoleucyl-Tryptophan-Standard (ISIW, c=48 nM) vorgelegt und 250 µL
Blutplasma aus den EDTA-Monovetten zugegeben. Die Proben wurden bis zur Verwendung
bei -80 °C gelagert. Zur weiteren Aufarbeitung wurden die Blutplasmen standardisiert in ei-
nem Wasserbad bei 25±1 °C für 2 min aufgetaut. Zur Proteinfällung wurden 600 µL Fällungs-
reagenz zu den Plasmaproben zugegeben und diese für 30 min auf Eis gelagert. Danach er-
folgte die Zentrifugation bei 4 °C und 10000 U/min für 15 min an einer Eppendorf-Zentrifuge.
Es wurden 700 µL des Überstandes entnommen, in Protein LoBind-Tubes überführt und am
Evaporator bei 20±1 °C bis zur Trockne eingeengt. Der Rückstand wurde in 300 µL Resolubili-
sierungsagenz aufgenommen und für 15 min im Ultraschallbad gelöst. Für die Qunatizierung
wurden die Proben mit einem Spritzenvorsatzlter (0,2 µm, regenerierte Cellulose) ltriert. Es
folgte die Quantizierung nach der in Kapitel 3.7.2 dargestellten LC-MS/MS-Methode.
antifizierung von IW im humanen Blutplasma
Zur Identizierung und Quantizierung des tryptophanhaltigen Dipeptids IW im Blutplasma
wurde die RP-HPLC-MS/MS-Methode nach Kaiser et al. (2016) verwendet. Die gewählten LC-
MS-Parameter sind den Tabellen 3.31, 3.32 und 3.33 zu entnehmen. Für die Auswertung der
Daten wurde das Programm Agilent MassHunter Qualitative Analysis B.06.00 verwendet. Das
Peptid IW wurde unter Einbeziehung des internen Standards ISIW quantiziert.
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Abbildung 3.1: Aufarbeitungschema der humanen Blutplasmen für die Quantizierung der
Peptidgehalte mittels LC-ESI-MS/MS
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Tabelle 3.31: Parameter der LC-MS/MS-Methode zur Quantizierung von Peptiden im Blut-
plasma
Parameter Details
Anlage Agilent Technologies 1200 Series
Säule LC-MS Säule 2
Säulentemperatur 40 °C
Eluent A 10 mM Essigsäure in bidest. Wasser, membranltriert, entgast









Spray Tip Potential: 4000 V positiv
Detektion UV: λ=278 und 220 nm
MS: Multi Reaction Monitoring
EMV 0 V
cycles / s 0,31
dwell time 200 ms
Tabelle 3.32: HPLC-Parameter für die Quantizierung von IW, ISIW und Tryptophan








Charakterisierung der Pharmakokinetik von IW
Zur Charakterisierung der Pharmakokinetik von IW wurden die maximale Plasmakonzentra-
tion cmax, der Zeitpunkt der maximalen Plasmakonzentration tmax, der endogene Plasmaspiegel
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Tabelle 3.33: MRM-Parameter für die Detektion von IW und dessen internen Standards
Zeit Peptid Vorläufer- Fragment- Fragmentor- Kollisions-
(min) Ion (m/z) Ion (m/z) spannung (V) spannung (V)
0–10 to waste
10–22 IW 318 86 (Quantier) 80 20
318 188 (Qualier) 80 20
ISIW 325 92 (Quantier) 80 20
325 188 (Qualier) 80 20
22–56 to waste
cendogen und die Fläche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC; Formel 3.9) bestimmt.
AUC(t0 − t∞) =
∫ ∞
0




(ci−1 + ci)(ti − ti−1) (3.9)
t Zeit
c Konzentration des Pharmakons abzüglich dessen endogenen Spiegels
n Anzahl der Blutabnahmen
ti Zeitpunkt der Blutabnahme
ci exogene Konzentration Pharmakon zum Zeitpunkt ti
Auf Grundlage der Formel für die allgemeine orale Bioverfügbarkeit (Formel 3.10)
B(%) =
AUCoral ·Dosisintravenoes
AUCintravenoes ·Dosisoral · 100 (3.10)






die apparente orale Bioverfügbarkeit berechnet werden:
⇒ B(%) = AUCoral · V
Dosisoral ·∆t · 100 (3.12)




4 Ergebnisse und Diskussion
In der Literatur sind zahlreiche aus Lebensmittelhydrolysaten stammende bioaktive Peptide
beschrieben, welche einen Einuss auf das blutdruckregulierende Enzym ACE in vitro besitzen
(Kapitel 2.3.3). Diese Arbeit beschäftigt sich mit der Klasse der tryptophanhaltigen Dipeptide,
die in der Literatur, neben den bekannten prolinhaltigen Tripeptiden IPP und VPP, ebenfalls
als potente ACE-Inhibitoren gelten (Ono et al., 2006; Sato et al., 2002). Die tryptophanhalti-
gen Peptide wurden hinsichtlich ihrer präparativen Gewinnung, ihrer Stabilität und ebenso
bezüglich ihrer Wirkung auf das ACE untersucht.
4.1 Freisetzung und Charakterisierung von
ACE-hemmenden Peptiden
Eine Möglichkeit zur Gewinnung bioaktiver Peptide ist die Freisetzung aus Lebensmittelpro-
teinen mittels enzymatischer Hydrolyse. Es wird vermutet, dass Proteine mit einem hohen
Tryptophangehalt wie α-Lactalbumin geeignete Precusoren für tryptophanhaltige Dipeptide
darstellen. Dementsprechend identizierten Martin et al. (2008) die ACE-inhibierenden Dipep-
tide IW (IC50-Wert 0,7 µM) und WL (IC50-Wert 10 µM) in konventioneller hypoallergener Säug-
lingsnahrung. Diese Produkte basieren auf bovinen Milchproteinen (Caseine und Molkenpro-
teine) und werden zur Reduktion der Allergenität der enthaltenen Proteine unterschiedlich
enzymatisch hydrolysiert (Bindels et al., 2000). Durch diese Behandlung wurde das Dipeptid
IW aus der Sequenz des bovinen α-Lactalbumin freigesetzt. Die IW-Bildung erfolgte allerdings
eher unspezisch und nur in geringen Mengen. Zur präparativen Gewinnung von tryptophan-
haltigen Dipeptiden sind diese Verfahren daher ungeeignet und eine optimierte enzymatische
Hydrolyse zur Freisetzung dieser Peptide musste entwickelt werden.
Vor diesem Hintergrund und unter Berücksichtigung der bisherigen Studien wurde die fol-
gende Arbeitsthese abgeleitet, welche im Folgenden diskutiert wird:
Arbeitsthese 1:
Durch eine spezische enzymatische Hydrolyse lassen sich tryptophanhaltige Dipep-
tide mit ACE-hemmender Wirkung gezielt aus Lebensmittelproteinen freisetzen.
Das genetisch verwandte Lysozym aus dem Hühnereiweiß (HEWL) weist eine hohe Sequenz-
und Strukturhomologie zum bovinen α-Lactalbumin auf (Krigbaum and Kügler, 1970). Es be-
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sitzt einen hohen Tryptophangehalt von ca. 8 mol% und stellt neben α-Lactalbumin mit einem
Tryptophangehalt von ca. 6 mol% eine vielsprechende Quelle zur Freisetzung von tryptophan-
haltigen Peptiden dar und wird deshalb ebenfalls zur Überprüfung der These eingesetzt.
4.1.1 Bestimmung des ACE-hemmenden Potentials von
Lysozymhydrolysaten
Das Ziel der Untersuchung war es zunächst zu zeigen, dass eine enzymatische Hydrolyse von
HEWL zu Proteinhydrolysaten mit einer deutlichen ACE-Hemmung in vitro führt. Dazu wurde
HEWL mit verschiedenen Enzymen einzeln oder in Kombination hydrolysiert (Kapitel 3.2.1)
und anschließend die ACE-Inhibierung in vitro bestimmt. Das verwendete Testsystem zur Be-
stimmung des ACE-inhibierenden Potentials (Kapitel 3.4) basiert auf der Verwendung eines
synthetischen Angiotensin I-Analogons Hippuryl-histidyl-leucin (HHL) als Substrat und eines
aus der Kaninchenlunge isolierten somatischen ACEs (kACE), welches aufgrund der großen
strukturellen Ähnlichkeit zur humanen Enzymvariante (88 % identische Primärsequenz) häu-
g als Forschungsmodell genutzt wird (Deddish et al., 1998).
Die Enzyme Alcalase und Trypsin für die enzymatische Hydrolyse von Lysozym wurden in
Anlehnung an das Patent zur Herstellung von Molkenproteinhydrolysaten für den Einsatz
als hypoallergene Säuglingsnahrung EP 1062 873 A1 (Bindels et al., 2000) ausgewählt. Ferner
wurden Thermolysin und Chymotrypsin aufgrund ihrer Substratspezität verwendet. Die Hy-
drolysedauer wurde so gewählt, dass eine hohe ACE-Hemmung in vitro erreicht wurde. Eine
Optimierung der Hydrolyseparameter erfolgte in der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von
Stephan Brückner (Brückner, 2012). Die Abbildungen 4.1 und 4.2 illustrieren den Einuss der
Inkubationszeit auf die ACE-hemmende Wirkung eines mit der Enzymkombination Alcalase
und Trypsin (LAT) und eines mit Thermolysin (LT) behandelten Lysozymhydrolysates.
Bei beiden Lysozymhydrolysaten wurde ein Zusammenhang zwischen einer längeren Hydro-
lysezeit und der beobachteten ACE-Hemmung beobachtet. Dieser ist besonders bei dem LAT-
Hydrolysat erkennbar, da sich die ACE-Inhibierung zwischen der 2- und der 24-stündigen Hy-
drolysezeit deutlich erhöht. Bei beiden Lysozymhydrolysaten wurde keine Verbesserung der
ACE-Hemmung bei einer Inkubationszeit von > 24 Stunden beobachtet und deshalb wurde
die Hydrolysezeit für alle Proben auf 24 Stunden festgelegt.
Anschließend erfolgte die Herstellung verschiedener Lysozympräparate mit dem ein- oder
zweistugen Hydrolyseverfahren nach Kapitel 3.2.1. Der Vorteil von zwei aufeinanderfolgen-
den Hydrolyseschritten im Vergleich zu einer kombinierten Hydrolyse ist, dass die Inkuba-
tionsbedingungen auf das pH- und Temperaturoptimum des jeweiligen Enzyms eingestellt
werden können. Die Lysozymhydrolysate wurden für die bessere Haltbarkeit gefriergetrock-
net und anschließend auf ihre ACE-hemmende Wirkung in vitro getestet. Die Lysozymhydro-
lysate wiesen ein deutliches ACE-inhibitorisches Potential mit IC50-Werten von 14 bis 135 mg
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Abbildung 4.1: Einuss der Inkubationszeit auf die ACE-Hemmung in vitro bei c=66 mg Hy-
drolysat/L (grau) und auf den Gehalt des Dipeptids AW (weiß) in den mit Al-
calase und Trypsin behandelten HEWL-Hydrolysaten (n=3, MW±Stabw)










































Abbildung 4.2: Einuss der Inkubationszeit auf die ACE-Hemmung in vitro bei c=66 mg Hy-
drolysat/L (grau) und auf den Gehalt des Dipeptids AW (weiß) in den mit Ther-
molysin behandelten HEWL-Hydrolysaten (n=3, MW±Stabw)
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Hydrolysat/L auf (Tabelle 4.1) auf. Im Gegensatz dazu zeigte das intakte, native Lysozym bei
einer Konzentration von 3000 mg/L keine Wirkung auf die Aktivität des ACEs in vitro. Eine
enzymatische Hydrolyse ist demnach eine Voraussetzung für eine inhibitorische Wirkung.










Die Ergebnisse des ACE-Aktivitätstests in Tabelle 4.1 zeigen deutlich, dass die Verwendung
von Thermolysin für eine hohe ACE-Hemmung in vitro von Vorteil ist. Thermolysin (EC
3.4.24.27) ist eine zinkabhängige Metallopeptidase, welche von grampositiven Bakterium Ba-
cillus thermoproteolyticus produziert wird (Morihara and Tsuzuki, 1970). Es bindet vier Calci-
umionen, welche für seine hohe Thermostabilität verantwortlich sind. Laut Matthews et al.
(1974) ndet bei einer Temperatur von 70 °C keine Konformationsänderung des Enzyms statt.
Lysozym denaturiert dagegen bei 65–70 °C (Pfeil and Privalov, 1976). Eine wärmeinduzierte
partielle Entfaltung des Proteins während der Hydrolyse könnte somit zu einer besseren Zu-
gänglichkeit des Thermolysins zu den aliphatischen und hydrophoben Aminosäureresten im
Inneren des HEWLs führen.
Die beste ACE-Hemmung in vitro konnte für die Hydrolyse mit Chymotrypsin und Thermoly-
sin (LCT) beobachtet werden (IC50=14 mg/L). Die enzymatische Verdauung des Proteins wurde
in zwei aufeinander folgenden Hydrolyseschritten durchgeführt. Der erste Behandlungsschritt
umfasste die Hydrolyse von Lysozym mit Chymotrypsin und der zweite Schritt die Hydroly-
se mit Thermolysin. Im Vergleich zur zweistugen LCT-Hydrolyse war nach der einstugen
LAT-Hydrolyse die ACE-hemmende Aktivität um das 10-Fache reduziert (IC50=135 mg/L).
Ein Vergleich mit der Literatur zeigt, dass das LCT-Hydrolysat eine ähnliche bzw. bessere ACE-
Hemmung als andere Hydrolysate aus Eiproteinen aufweist. So führte der proteolytische Ab-
bau von Ovalbumin mit Pepsin oder Thermolysin zu Proteinhydrolysaten mit IC50-Werten von
45 bzw. 83 mg/L (Fujita et al., 2000) und nach einer dreistündigen Hydrolyse von Hühnerei-
weiß mit Pepsin zeigte sich eine ACE-Hemmung mit einem IC50-Wert von 55 mg/L (Miguel
et al., 2004).
Aufgrund der guten ACE-Hemmung des LCT-Hydrolysates wurden die Peptide, welche für
die beobachtete Hemmung verantwortlich sind, identiziert.
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4.1.2 Charakterisierung der Molmassenverteilung eines
Lysozymhydrolysates
Das Lysozymhydrolysat LCT wurde zunächst hinsichtlich seiner Molmassenzusammenset-
zung mittels Gelpermeationschromatographie (GPC) und gekoppelter UV- und Fluoreszenz-
detektion untersucht (Kapitel 3.2.4). Bradykinin diente als Molmassenstandard zur Beurteilung
der 1 kDa-Molmassengrenze. Aus Abbildung 4.3 wird ersichtlich, dass nur geringe Mengen des
intakten Präkursorproteins im LCT-Hydrolysat vorlagen und ca. 80 % aller Peptide Molmassen
< 1 kDa besaßen. Dies weist auf einen hohen Hydrolysegrad des Produktes hin.



























Abbildung 4.3: Molmassenverteilung des Lysozymhydrolysates (zweistuge Hydrolyse mit
Chymotrypsin und Thermolysin, schwarz) und des intakten Vorläuferprote-
ins Lysozym (grau, gepunktet) mittels GPC mit UV-Detektion bei λ=220 nm.
Konzentration der Proben je 5 g/L



























Abbildung 4.4: Molmassenverteilung des Lysozymhydrolysates (zweistuge Hydrolyse mit
Chymotrypsin und Thermolysin, c=5 g/L) mittels GPC mit Fluoreszenzdetek-
tion bei λex=280 nm und λem=355 nm
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Die speziell an Tryptophan angepasste Anregungs- und Emissionswellenlänge der Fluores-
zenzdetektion erlaubt die Beurteilung der Molmassenverteilung für die im Hydrolysat ent-
haltenen tryptophanhaltigen Peptide. Das GPC-Chromatogramm in Abbildung 4.4 illustriert,
dass diese Peptide vor allem in der Fraktion < 1 kDa vorkamen. Dies gibt einen Rückschluss
auf die Ezienz der Hydrolyse, die vor allem zur Freisetzung von niedermolekularen trypto-
phanhaltigen Peptiden führt. Das ist hinsichtlich einer möglichen Bioverfügbarkeit wichtig,
da kurzkettige Peptide stabiler als Oligopeptide gegenüber einer Proteolyse im Gastrointes-
tinaltrakt sind (Rouk et al., 2006).
4.1.3 Identifizierung ACE-hemmender Peptide im
Lysozymhydrolysat
Aufgrund des hohen Tryptophangehaltes von Lysozym und der Ergebnisse der Molmassen-
verteilung war davon auszugehen, dass zahlreiche tryptophanhaltige Peptide in den Lysozym-
hydrolysaten entstanden sind. Abbildung 4.5 zeigt die Positionen der sechs Tryptophanreste
innerhalb der Primärsequenz von HEWL.
Abbildung 4.5: Primärstruktur von HEWL (Uniprot P00698). Die potentiellen Spaltstellen
(markiert mit I) von Chymotrypsin und Thermolysin wurden durch in silico-
Analyse mit der Software Peptid Cutter (ExPASy, Swiss Institute of Bioinfor-
matics, Schweiz, Gasteiger et al. (2003)) bestimmt. Die Tryptophanreste sind
hervorgehoben.
Mit Hilfe der frei verfügbaren Software Peptide Cutter (ExPASy, Schweizer Institut für Bio-
informatik, Gasteiger et al. (2003)) wurden die potentiellen Spaltstellen im HEWL durch die
Peptidasen Chymotrypsin und Thermolysin auf Grundlage ihrer Substratspezität prognosti-
ziert (Abbildung 4.5). Thermolysin (EC 3.4.24.27) spaltet bevorzugt Peptidbindungen vor ali-
phatischen und aromatischen Aminosäureresten wie Valin, Isoleucin, Methionin, Alanin und
Phenylalanin an P1‘-Position (Tabelle 4.2).
Die Serinprotease Chymotrypsin (EC 3.4.21.1) hingegen spaltet spezisch große, hydrophobe
Aminosäurereste wie Tyrosin, Phenylalanin und Tryptophan an P1-Position (Tabelle 4.2). Auf-
grund dieser charakteristischen Substratspezitäten von Chymotrypsin und Thermolysin soll-
ten laut in silico-Analyse drei der sechs Tryptophanreste als das Dipeptid Alanyl-Tryptophan
(AW) freigesetzt werden.
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Tabelle 4.2: Potentielle Spaltstellen von Thermolysin und Chymotrypsin bei angegebener
Aminosäurezusammensetzung der Substrate laut der Software Peptid Cutter (Ga-
steiger et al., 2003)
Enzymname P4 P3 P2 P1 P1’ P2’
Thermolysin - - - nicht D oder E A,F,I,L,M oder V -
Chymotrypsin, hohe Spezität - - - F oder Y nicht P -
- - - W nicht M oder P -
Mittels LC-ESI-TOF-MS-Messung mit UV-Detektion konnte die Freisetzung des Dipeptides aus
dem Präkursorprotein bestätigt werden. Ein entsprechendes LC-ESI-TOF-MS/UV-Chromato-
gramm des LCT-Hydrolysates ist in Abbildung 4.6 dargestellt. Acht weitere tryptophanhaltige
Peptide konnten, anhand ihres Masse-Ladungsverhältnisses, Peptidsequenzen aus der Primär-
struktur von Lysozym zugeordnet werden (Tabelle 4.3).






























Abbildung 4.6: RP-HPLC-Chromatogramm mit UV- (λ=280 nm) und ESI-TOF-MS-Detektion
des Lysozymhydrolysates nach zweistuger Hydrolyse mit Chymotrypsin und
Thermolysin (c=2 g Hydrolysat/L). Die Zahlen markieren die mittels Massen-
spektrometrie detektierten Peptide (Tabelle 4.3)
Um die Identität dieser Dipeptide zu verizieren, wurden synthetische Standards der Dipep-
tide AW, WV und WW verwendet. Die UV- und Massenspektren (Abbildung 4.7) sowie die
Retentionszeiten der Peptide bei der RP-HPLC-Messung mit Fluoreszenzdetektion (Abbildung
4.8) waren identisch mit den entsprechenden Standardsubstanzen.
AW wurde bereits in der Literatur als natürlicher ACE-Hemmer in Wakame (Sato et al., 2002)
und Lachsmuskelhydrolysat (Ono et al., 2006) beschrieben. Die Freisetzung der Peptide WV
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Tabelle 4.3: Mittels LC-ESI-TOF-MS identizierte Peptide aus dem Lysozymhydrolysat nach
zweistuger Hydrolyse mit Chymotrypsin und Thermolysin
Peak Retentions- detektierte theoretische Mögliche
zeit (min) Peptidmasse [M+H]+ Peptidmasse [M+H]+ Peptidsequenz
1 18,7 205,1 205,2 W
2 21,3 361,2 361,4 WR/RW
3 23,3 376,4 376,6 GNW
4 24,6 276,2 276,3 AW
5 25,4 448,3 448,5 SRW
6 26,7 304,2 304,4 WV
7 28 675,4 675,8 SLGNW
675,8 INSRW
8 29,8 489,3 498,5 LGNW/NAWV
9 32 318,2 318,4 WI
32,3 576,3 576,6 SLGNW








































Abbildung 4.7: Massenspektren der LC-ESI-TOF-MS-Messung der Peaks von AW (A), WW (B)
und WV (C) bei den Elutionszeiten 24,6, 33,5 und 26,7 min.
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und WW stimmt nicht mit der in silico-Analyse des Peptide Cutters überein (Abbildung 4.5).
Eine mögliche Erklärung dafür ist, dass die verwendeten Enzympräparate neben den Zielen-
zymen weitere Enzyme enthalten, welche zur katalytischen Aktivität beitragen, aber andere
Substratspezitäten als Chymotrypsin und Thermolysin aufweisen.
4.1.4 ACE-Hemmung der identifizierten Dipeptide
Die ACE-hemmende Wirkung der identizierten Dipeptide wurde unter Verwendung der syn-
thetischen Dipeptidstandards bestimmt (Tabelle 4.4). Die stärkste ACE-Inhibierung zeigte AW
mit einem IC50-Wert von 20 µM in vitro. Dieser Wert stimmt mit dem von Sato et al. (2002) er-
mittelten IC50-Wert von 18,8 µM überein, welcher ebenfalls mit dem Substrat HHL und kACE
bestimmt wurde. Im Vergleich zu den bekannten bioaktiven Peptiden IPP (IC50=5 µM) und VPP
(IC50=9 µM) zeigt AW in vitro ein vergleichbares ACE-hemmendes Potential. Dagegen zeigen
WV und WW eine deutlich schwächere Inhibierung (Tabelle 4.4). Dieses Ergebnis bestätigt
die Beobachtungen von Cheung et al. (1980), welche zeigen konnten, dass aliphatische Amino-
säuren am N-Terminus und große, sperrige hydrophobe Reste am C-Terminus von Dipeptiden
strukturell günstig für eine ACE-Hemmung in vitro sind. Der N-terminale Tryptophanrest von
WV trägt somit nicht zu einer besseren ACE-Inhibierung bei. Die Identizierung der trypto-
phanhaltigen Peptide bestärkt die Arbeitsthese 1, welche besagt, dass durch eine spezische
enzymatische Hydrolyse gezielt tryptophanhaltige ACE-hemmende Peptide freigesetzt wer-
den können.
Tabelle 4.4: Zusammenstellung der im Lysozymhydrolysat mittels LC-ESI-TOF-MS identi-
zierten tryptophanhaligen Dipeptide und ihre ACE-hemmende Wirkung in vitro
(MW±Stabw, n=3)
Peptide Position in der Sequenz von HEWL IC50 (µM)
Ala-Trp f(107–108 / 110–111 / 122–123) 20±2
Trp-Trp f(62–63) 69±6
Trp-Val f(29–29 / 108–109) 5001
4.1.5 antifizierung der tryptophanhaltigen Dipeptide in den
Lysozymhydrolysaten
Zur Quantizierung der potenten ACE-hemmenden Dipeptide AW und WW in den Lyso-
zymhydrolysaten wurden eine RP-HPLC-Methode mit Fluoreszenzdetektion und synthetische
Peptidstandards für eine externe Kalibrierung verwendet (siehe Methodenteil 3.2.3). Abbildung
1aus Ono et.al, 2006
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4.8 zeigt das RP-HPLC-Fluoreszenz-Chromatogramm des Lysozymhydrolysates nach zweistu-
ger Hydrolyse mit Chymotrypsin und Thermolysin im Vergleich mit den synthetischen Pep-
tidstandards.

































Abbildung 4.8: RP-HPLC-Chromatogramm mit Fluoreszenzdetektion (λex=280 nm,
λem=355 nm) des Lysozymhydrolysates nach zweistuger Hydrolyse mit
Chymotrypsin und Thermolysin (A, c=2 g Hydrolysat/L) und der Standard-
substanzen AW, WV und WW (B, c=20 µM).
Die quantitativen Daten der Dipeptide AW und WW in verschiedenen Lysozymhydrolysa-
te sind in Tabelle 4.5 gelistet. Die Peptide AW und WW konnten in allen fünf Hydrolysaten
nachgewiesen werden. AW war in allen Proben in erheblich höheren Mengen enthalten als
WW. Die Gehalte reichen für AW von 10,3 bis 39,7 mg AW/g HEWL und für WW von 0,3
bis 2,6 mg WW/g HEWL (Tabelle 4.5). Die geringste Freisetzung von AW war mit der En-
zymkombination von Alcalase und Trypsin zu beobachten. Dies erklärt sich aus der Spezität
der verwendeten Hydrolasen. Bei Alcalase handelt es sich um ein Enzymgemisch, welches
vor allem das Enzym Subtilisin enthält, eine Serinpeptidase (EC 3.4.21.62) aus dem Mikroor-
ganismus Bacillus licheniformis. Alcalase besitzt eine breite Substratspezität, präferiert aber
große, ungeladene Aminosäurereste in der P1-Position (Adamson and Reynolds, 1996). Dou-
cet et al. (2003) untersuchten die Substratspezität von Alcalase indem sie die Spaltprodukte
aus einem Molkenproteinhydrolysat identizierten. Die Aminosäuren Leucin und Alanin wa-
ren neben Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan häug in der P1-Position der Peptide zu
nden. Dies erklärt möglicherweise das geringe Vorkommen von AW im LAT-Hydrolysat, da
die Substratspezität der Enzyme für Alaninreste in P1-Position die Bildung des Dipeptids
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Tabelle 4.5: Gehalte der bioaktiven Peptide AW und WW in den Lysozymhydrolysaten
(MW±Stabw, n=3)
Enzymkombination Gehalt AW Gehalt WW Freisetzung Freisetzung
(mg/g)1 (mg/g)1 AW (%)2 WW (%)2
Alcalase, Trypsin 10,5±0,2 1,98±0,02 18 7
Thermolysin 36,0±0,1 2,02±0,01 61 6
1. Alcalase, Trypsin 28,4±0,8 2,97±0,16 50 11
2. Thermolysin
1. Trypsin 15,5±0,6 0,26±0,09 27 1
2. Thermolysin
1. Chymotrypsin 39,7±0,3 2,65±0,02 69 10
2. Thermolysin
AW verhindert. Gleichzeitig identizierten You et al. (2010) die Oligopeptide KIVSDGNGM-
NAW f(97-108) und KIVSDGNGMN f(97-106) als Spaltprodukte der Alcalasebehandlung von
Lysozym. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass AW als Nebenprodukt freigesetzt wer-
den muss. Dies könnte ebenfalls die geringen Gehalte von AW im LAT-Hydrolysat erklären,
da möglicherweise nur einer f(107-108) von drei AW-Resten aus der Lysozymsequenz freige-
setzt wird. Laut in silico-Analyse sollte anhand der Substratspezität von Trypsin weder AW
noch WW aus der HEWL Sequenz freigesetzt werden. Die von Yeboah et al. (2004) identizier-
ten Spaltprodukte der tryptischen Hydrolyse von Lysozym weisen darauf hin, dass das Peptid
WW freigesetzt werden kann. Dies zeigt, dass Trypsin und Alcalase die tryptophanhaltigen
Dipeptide nicht spezisch, sondern aufgrund von Nebenaktivitäten freisetzen und erklärt da-
mit die geringen Gehalte im Hydrolysat.
Aus den Daten in Tabelle 4.5 wird weiterhin deutlich, dass die Behandlung mit Thermolysin,
allein oder in Kombination mit anderen Enzymen, nicht nur für eine hohe ACE-Inhibierung
vorteilhaft ist, sondern ebenfalls die Freisetzung von AW aus HEWL deutlich erhöht. Die zwei-
stuge Hydrolyse mit Chymotrypsin gefolgt von Thermolysin führt zum Hydrolysat mit der
potentesten ACE-Hemmung und dem höchsten Gehalt am Dipeptid AW. Der Gehalt des ACE-
hemmenden Dipeptids konnte im LCT-Hydrolysat im Vergleich zum LAT-Hydrolysat verdrei-
facht werden (Tabelle 4.5). Ein Grund für die gute Freisetzung des tryptophanhaltigen Pep-
tids AW ist die Substratspezität der beiden Enzyme. Thermolysin spaltet bevorzugt vor der
aliphatischen Aminosäure Alanin an P1’-Position und Chymotrypsin spaltet spezisch nach
der hydrophoben Aminosäure Tryptophan an P1-Position (Tabelle 4.2). Deshalb kann AW mit
dieser Enzymkombination selektiv aus der Lysozymsequenz freigesetzt werden. Dieses Ergeb-
nis korrespondiert gut mit der in silico-Analyse des Peptide Cutters. Die Arbeitsthese 1 muss
demnach speziziert werden:
1Konzentration der Dipeptide im Proteinhydrolysat (mg Peptid/g HEWL)
2Freisetzung in % des Peptids aus dem Vorläuferprotein
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These 1:
Die enzymatische Hydrolyse mit Chymotrypsin und Thermolysin führt zur Freiset-
zung ACE-hemmender tryptophanhaltiger (Di)peptide aus Lebensmittelproteinen.
Desweiteren sind ACE und Thermolysin zinkbindende Metallopeptidasen der Gluzincin-Familie
(Matthews et al., 1974). Die Mitglieder dieser Familie binden das Zinkkation über zwei Histi-
dinreste, einen Glutaminsäurerest und einen vierten Liganden (dieser entspricht Wasser, wenn
sich weder Substrat noch Inhibitor im aktiven Zentrum benden). Dieses HExxH-Motiv ist
notwendig für die katalytische Aktivität der beiden Enzyme (Matthews, 1988). Das führt zu
einem ähnlichen Mechanismus bei der Substratspaltung (Sturrock et al., 2004) und somit zu
ähnlichen Reaktionsprodukten. Es ist daher denkbar, dass die während der Hydrolyse erzeug-
ten Peptide Hemmstoe, sowohl für das ACE und als auch für Thermolysin, darstellen. Khan
et al. (2012) untersuchten Dipeptide bezüglich ihres Einusses auf die ACE- und Thermolysi-
naktivität (Tabelle 4.6).
Tabelle 4.6: Inhibierung von ACE und Thermolysin durch tryptophan- und tyrosinhaltige Di-
peptide (Khan et al., 2012)
Peptide IC50-Wert IC50-Wert
ACE-Hemmung (µM) Thermolysin-Hemmung (µM)
FW 2,0 95640,0
VY 22,0 1,3 ·10−3
IY 3,7 3,4 ·10−3
WL 51,0 57,9
IW 2,0 21,1
LW 25,0 21,4 ·10−3
WV 548,0 19,2
Die Ergebnisse zeigen, dass das Peptid WV, welches in den Lysozymhydrolysaten enthalten
ist, eine inhibitorische Wirkung auf das Thermolysin (IC50-Wert=19 µM) besitzt. Es könnte
deshalb einen Einuss auf die enzymatische Hydrolyse besitzen. Auch die Dipeptide IW und
LW mit einem N-terminalen aliphatischen Rest und einem C-terminalen Tryptophanrest zei-
gen sowohl eine potente ACE- als auch eine deutliche Thermolysininhibierung. Durch die
strukturelle Ähnlichkeit zu diesen Dipeptiden kann für AW eine Hemmung des Thermolysins
prognostiziert werden.
Für die Herstellung der Proteinhydrolysate wurde eine 5%ige Lösung (50 g Feststo/L Wasser)
des Lysozympräparates verwendet. Während der Hydrolyse wurden je nach Enzymkombina-
tion AW-Gehalte von 9 bis 33 mg AW/g Feststo (inkl. Salze) bzw. AW-Konzentrationen von
ca. 1,6 bis 6 mM in der Lösung erreicht. Ein Einuss von AW auf die Aktivität von Thermoly-
sin war bei diesen Konzentrationen sehr wahrscheinlich. Bei der Betrachtung der AW-Bildung
über die Hydrolysezeit des LCT-Hydrolysates (Abbildung 4.2) war auällig, dass nach zwei-
stündiger Inkubation schon ein Gehalt von 31 mg AW/g HEWL detektierbar war und sich die
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AW-Freisetzung danach nur noch in geringem Maße erhöhte. Dies könnte einen Hinweis auf
eine mögliche Inhibierung des Thermolysins durch das gebildete AW geben. Es ist allerdings
auch denkbar, dass eine mehrstündige Inkubation bei 70 °C zu einem partiellen Aktivitätsver-
lust von Thermolysin führen könnte (Matthews et al., 1974).
Laut Peptide Cutter (Tabelle 4.5) werden neben den tryptophanhaltigen Peptiden auch Peptide
mit einem C-terminalen Tyrosinrest gebildet, welche laut Khan et al. (2012) ein noch größeres
Hemmpotential auf die Thermolysinaktivität darstellen. Die Bildung ACE-hemmender Pep-
tide durch Thermolysin führte demnach gleichzeitig zu einer Produkthemmung des Enzyms
und damit zu einer Selbstregulation der Hydrolyse.
4.1.6 Einschätzung der Eektivität der Hydrolyse
Theoretisch können aus einem Mol HEWL drei Mol AW f(107-108), f(110-111), f(122-123) und
ein Mol WW f(62-63) freigesetzt werden (Abbildung 4.5). Dies entspricht einer maximalen
Ausbeute von 58 mg AW/g HEWL bzw. 27 mg WW/g HEWL. Im Vergleich dazu wurde eine
molare Ausbeute für das LCT-Hydrolysat von 69 % für AW (c=39 mg AW/g HEWL) und 10 % für
WW (c=2,6 mg WW/g HEWL) erhalten. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass zwei von drei
AW-Resten aus der Sequenz des Präkursorproteins durch diese Enzymbehandlung freigesetzt
wurden. Laut Peptide Cutter sollten theoretisch alle drei AW-Peptide freigesetzt werden. Die
Hydrolyse von HEWL ist demzufolge unvollständig und das dritte AW-Fragment könnte intakt
in der Sequenz eines Oligopeptids vorliegen. Aus den LC-ESI-TOF-MS-Daten konnte ein Peak
mit einem Masse/Ladungsverhältnis von m/z=498,5 im LCT-Hydrolysat bei 29,8 min detek-
tiert werden, welcher dem einfach positiv geladenen Tetrapeptid NAWV zugeordnet werden
könnte (Tabelle 4.3). Das würde bedeuten, dass das AW-Fragment f(107-108) nicht abgespalten
wurde. Allerdings besitzt auch das einfach positiv geladene Tetrapeptid LGNW dasselbe Mas-
se/Ladungsverhältnis von 498 und ist laut in silico-Analyse ein wahrscheinliches Spaltprodukt
bei der Hydrolyse von Thermolysin und Chymotrypsin. Dies gibt demzufolge keinen eindeu-
tigen Hinweis auf das fehlende AW-Peptid.
Anhand der Substratspezizät von Thermolysin war zu erwarten, dass während der Hydrolyse
die Fragmente f(107-108) und f(122-123) entstehen und das AW-Fragment f(110-111) im Oligo-
peptid AWRNRCKGTDVQ gebunden ist. Chymotrypsin kann C-terminal nach dem Trypto-
phanrest spalten und somit das Dipeptid freisetzen. Ein Indiz dafür, dass AW f(110-111) nicht
gebildet wird, ist das Vorkommen des Dipeptids WR (Tabelle 4.3). Das Peptid WR f(111-112)
kann nur in Konkurrenz zu AW erzeugt werden.
Aussagen über das nicht freigesetzte AW-Fragment lässt auch die Lage der sechs Tryptophan-
reste im HEWL-Molekül zu. Laut Peterman and Laidler (1980) sind die drei Tryptophanreste
W63, W62 und W108 auf der Oberäche des reaktiven Spalts lokalisiert, der das aktive Zen-
trum des Proteins bildet. Dagegen benden sich die Tryptophanreste W28 und W111 in einem
hydrophoben Bereich außerhalb des aktiven Zentrums. Der Rest W123 ist weit entfernt von
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den restlichen Tryptophanresten und gut zugänglich an der Oberäche von HEWL platziert.
Dies bestätigt auch Abbildung 4.9, welche die Lösungsmittelzugänglichkeit der sechs Tryp-
tophanreste anhand der in silico-Analyse mit der Software Discovery Studio Visualizer von
Accelerys illustriert.
Abbildung 4.9: Darstellung der Sekundärstruktur und der Lösungsmittelzugänglichkeit der
sechs Tryptophanreste von HEWL anhand einer in silico-Analyse (Discove-
ry Studio Visualizer, v2.5, Accelrys Software Inc., San Diego, CA: pdb-File
1e8l). Für das Lösungsmittel zugängliche Aminosäurereste sind blau gefärbt
und grün markierte Aminosäure sind im Inneren des Proteins lokalisiert
Die Tryptophanreste W123 und W62 sind für das Lösungsmittel gut zugänglich, während die
Reste W111, W108 und W63 abgeschirmt im Inneren des Proteins lokalisiert sind. Aufgrund
dieser Ergebnisse kann postuliert werden, dass das AW-Fragment f(122-123) aufgrund seiner
räumlichen Exposition favorisiert durch die enzymatische Hydrolyse freigesetzt wird. Wil-
liams et al. (1997) simulierten die Proteinaualtung und die Protein-Lösungsmittel-Interaktion
von HEWL bei 80 °C. Sie beobachteten, dass zwei der drei Tryptophanreste (W28 und W108),
welche im Inneren des Proteins eingebettet waren, durch die thermische Einwirkung partiell
zugänglich wurden. Nur der Tryptophanrest W111 war trotz der Aualtung des Proteins, ähn-
lich wie im nativen Zustand, im Inneren des Proteins gebunden. Das könnte bedeuten, dass der
hydrophobe Bereich um den Tryptophanrest W111 auch nach der Denaturierung des Proteins
schlecht zugänglich für Peptidasen ist und dies die enzymatische Hydrolyse verhindert.
Gleichzeitig demonstrieren die Ergebnisse, dass durch die höheren Temperaturen vorher unzu-
gängliche Bereiche partiell löslich werden und damit die AW-Fragmente f(107-108) und f(122-
123) durch die Enzyme freigesetzt werden können, was die Bedeutung der hohen Inkubation-
stemperatur noch unterstreicht.
Zusätzlich kann für die unvollständige AW-Freisetzung die Inhibierung des Thermolysins
durch die entstehenden Reaktionsprodukte ausgeschlossen werden, weil Chymotrypsin das
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AW-Fragment f(110-111) freisetzen sollte. Die Diskrepanz zwischen den experimentellen Er-
gebnissen und der in silico-Analyse lässt sich damit erklären, dass die Software Peptide Cutter
nur die Primärstruktur des Proteins betrachtet, eine sterische Hinderung durch die Sekundär-
struktur des Proteins jedoch nicht.
Für das LCT-Hydrolysat beträgt die Konzentration an AW und WW bei dem bestimmten
IC50-Wert von 14 mg Hydrolysat/L etwa 2 µM für AW bzw. 0,1 µM für WW. Diese Konzen-
trationen sind niedriger als die entsprechenden IC50-Werte der Dipeptide von 20 bzw. 68 µM
und zeigt, dass die vorliegenden Gehalte an den Dipeptiden AW und WW nicht allein ver-
antwortlich für die ACE-Hemmung des Hydrolysates sein können. Deshalb müssen weitere
ACE-hemmende Peptide im Hydrolysat vorhanden sein. Dies können, wie durch die GPC-
Fluoreszenz-Analysen und die in silico-Analysen bekräftigt, auch größere Oligopeptide sein.
Diese besitzen jedoch nur eine untergeordnete Bedeutung für eine potentielle Wirkung in vi-
vo, da sie unter anderem durch proteolytische Prozesse im Gastrointestinaltrakt oder im Blut
gespalten werden (Vermeirssen et al., 2004).
4.1.7 Übertragung der Hydrolyse auf das Molkenprotein
α-Lactalbumin
Aufgrund der Substratspezität von Thermolysin und Chymotrypsin könnte diese Peptida-
sekombination auch für andere Proteinquellen vorteilhaft sein. Die theoretisch freigesetzten
Peptide mit einer aliphatischen Aminosäure am N-Terminus und einer hydrophoben aromati-
schen Aminosäure am C-Terminus bieten eine günstige Aminosäurezusammensetzung für ei-
ne potente ACE-Inhibierung in vitro. Gleichzeitig wurde angenommen, dass die Hydrolyse bei
Verwendung tryptophanreicher Proteinquellen zu einer vermehrten Freisetzung von trypto-
phanhaltigen Peptiden führt. Zur Überprüfung wurden Versuche mit bovinem α-Lactalbumin
durchgeführt. Dasα-Lactalbumin ist eng mit dem HEWL verwandt, da es sich durch Gendupli-
kation und anschließender Mutation aus der Familie der Lysozyme vom c-Typ entwickelt hat
(Nitta and Sugai, 1989; Irwin et al., 2011). Aus der gemeinsamen genetischen Herkunft resul-
tiert eine ähnliche Molmasse, Denaturierungstemperatur, Sekundärstruktur und eine 38%ige
Übereinstimmung in der Aminosäuresequenz (Qasba and Kumar, 1997) (Tabelle 4.7).
Aufgrund dieser Gemeinsamkeiten kann ein ähnliches Verhalten bei der enzymatischen Hy-
drolyse abgeleitet werden. α-Lactalbumin gehört zu den calciumbindenden Lysozymen. Calci-
umionen stabilisieren Thermolysin bei höheren Temperaturen und dadurch könnte α-Lactal-
bumin zum Schutz gegen eine Autolyse von Thermolysin bei höheren Temperaturen beitragen
(Tajima et al., 1976; Veltman et al., 1997).
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Tabelle 4.7: Vergleich der chemischen Eigenschaften von Lysozym (Gallus gallus, Uniprot
P00698) und bovinen α-Lactalbumin (Uniprot P00711) (Magrane and Consortium,
2011)
Merkmale HEW-Lysozym α-Lactalbumin, bovine
Molmasse 14,3 kDa 14,1 kDa
Anzahl Aminosäuren 129 123
Anzahl Tryptophanreste 6 4
Anzahl Disuldbrücken 4 4
Denauturierungstemperatur 65–70°C 70–80°C
Identische Aminsäuren 38 %
4.1.8 Bestimmung des ACE-hemmenden Potentials von
Molkenproteinhydrolysaten
Zur Bestätigung der These 1 wurde die zweistuge Hydrolyse auf ein mit α-Lactalbumin an-
gereichertes Molkenproteinkonzentrat angewendet. Aufgrund der Tatsache, dass bovines α-
Lactalbumin ebenfalls reich an Tryptophan ist, wurden Hydrolysate mit ausgeprägter ACE-
Hemmung durch die Freisetzung von tryptophanhaltigen Peptiden erwartet. Zum besseren
Vergleich mit HEWL wurde das Molkenprotein ebenfalls mit der einstugen Hydrolyse mit
Alcalase und Trypsin behandelt (Kapitel 3.2.1). Aus der Studie von Martin et al. (2008) ist be-
kannt, dass ein potentes ACE-hemmendes Dipeptide IW (IC50=0,7µM) aus der Sequenz des
bovinen α-Lactalbumins freigesetzt werden kann, welches aber nicht in der Sequenz des bovi-
nen β-Lactoglobulins vorhanden ist. Aufgrund des hohen ACE-hemmenden Potentials wurde
sich im Speziellen auf dieses tryptophanhaltige Peptid konzentriert. IW besitzt die struktu-
rellen Voraussetzungen, um mit der Enzymkombination Chymotrypsin und Thermolysin aus
dem Vorläuferprotein freigesetzt zu werden (in silico-Analyse Abbildung 4.10). Das Protein-
hydrolysat aus der zweistugen Hydrolyse zeigte eine deutliche ACE-Hemmung mit einem
IC50-Wert von 22 mg/L (Tabelle 4.8).





Dagegen resultierte die einstuge Hydrolyse mit Alcalase und Trypsin in einer schwächeren
ACE-Hemmung, was die These 1 unterstützt. Zudem wurden die Proteine β-Lactoglobulin, β-
Casein, gereinigtes α-Lactalbumin und als Referenz Lysozym unter Verwendung von Alcalase
und Trypsin (AT) oder Chymotrypsin und Thermolysin (CT) hydrolysiert.
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Abbildung 4.10: Sequenz von α-Lactalbumin (A) und β-Lactoglobulin (B) mit den potentiellen
Spaltstellen nach in silico-Hydrolyse mit den Enzymen Chymotrypsin und
Thermolysin mit der Peptid Cutter Software von ExPASy (Gasteiger et al.,
2003). Die Spaltstellen sind mit I markiert. Die Tryptophanreste sind hervor-
gehoben


















Abbildung 4.11: Vergleich der ACE-Hemmung bei c=66 mg/L bezüglich einer zweistugen Hy-
drolyse mit Chymotrypsin und Thermolysin (grau, gestreift) und einer einstu-
gen Hydrolyse mit einer Alcalase/Trypsin -Kombination (weiß) verschiede-
ner Proteinquellen (n=3, MW±Stabw)
85
4 Ergebnisse und Diskussion
Abbildung 4.11 zeigt den Vergleich der ACE-Hemmung der einstugen AT- und zweistu-
gen CT-Hydrolysate. Die CT-Hydrolysate zeigten entweder eine vergleichbare (reines α-
Lactalbumin) oder bessere ACE-Inhibierung (β-Lactoglobulin, β-Casein, Lysozym) bei einer
Konzentration von c=66 mg Hydrolysat/L im Vergleich zu den AT-Hydrolysaten. Dies festigt
die These, dass die zweistuge Hydrolyse zu einer verbesserten Freisetzung ACE-hemmender
Peptide führt. Gleichzeitig beweist dies, dass zur guten ACE-Hemmung des Molkenprotein-
hydrolysats auch die originär aus dem β-Lactoglobulin stammenden Peptide beitragen.
4.1.9 Charakterisierung der Molmassenverteilung eines
Molkenproteinhydrolysates
Das Molkenproteinhydrolysat nach zweistuger Hydrolyse mit Chymotrypsin und Thermo-
lysin wurde hinsichtlich seiner molekularen Zusammensetzung mittels GPC-UV/Fluoreszenz
untersucht (Abbildung 4.12).























Abbildung 4.12: GPC-Chromatogramm mit UV-Detektion bei λ=220 nm des Molkenprotein-
hydrolysates nach der zweistugen Hydrolyse mit Chymotrypsin und Ther-
molysin (c=1 mg/L)
Im Vergleich mit dem Molmassenstandard Lysozym mit einer Retentionszeit von 21 min, sind
kaum Peptide mit Molmassen > 14 kDa erkennbar. Demzufolge ist wenig bzw. kein intak-
tes Protein im Hydrolysat vorhanden. Laut N’Negue et al. (2006) ist die Ezienz der α-Lact-
albuminhydrolyse durch Thermolysin stark temperaturabhängig. N’Negue et al. (2006) detek-
tierten selbst nach 24-stündiger enzymatischer Hydrolyse bei 25 °C noch intaktes α-Lactalbu-
min, während bei 70 °C nach 5 minütiger Inkubation das Protein vollständig hydrolysiert war.
Das betont die Notwendigkeit einer hohen Inkubationstemperatur. Aus Abbildung 4.12 wird
ersichtlich, dass zahlreiche Oligopeptide mit Molmassen über 1 kDa entstehen. Allerdings ist
laut Abbildung 4.13 der Anteil an tryptophanhaltigen Peptiden mit Molmassen über 1 kDa
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Abbildung 4.13: GPC-Chromatogramm mit Fluoreszenzdetektion (λex=280 nm, λem=355 nm)
des Molkenproteinhydrolysates nach der zweistugen Hydrolyse mit Chy-
motrypsin und Thermolysin (schwarze Linie, c=1 g/L) und eines IW- und
Tryptophanstandards (gepunktet, c=50 µM)
sehr gering. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die zweistuge Hydrolysemethode
mit Chymotrypsin und Thermolysin optimal zur Freisetzung von tryptophanhaltigen Pepti-
den mit Molmassen < 1 kDa geeignet ist. Anhand des Vergleichs mit den Standardsubstanzen
lässt sich der Peak bei 46 min dem Dipeptid IW und der Peak bei 57 min der Aminosäure Tryp-
tophan zuordnen (Abbildung 4.13).
4.1.10 Identifizierung von tryptophanhaltigen Peptiden im
Molkenproteinhydrolysat
Zur Identizierung der Peptide im Molkenproteinhydrolysat wurde die LC-ESI-TOF-MS-Me-
thode nach Kapitel 3.2.2 verwendet. Die Abbildung 4.14 zeigt das RP-HPLC-Chromatogramm
mit UV- und ESI-TOF-MS-Detektion des CT-Molkenproteinhydrolysats. Für die Identizie-
rung der potenten ACE-Inhibitoren IW und WL wurden synthetische Peptidstandards mitge-
führt. Durch den Vergleich der Retentionszeiten, der UV- und Massenspektren konnten die
Peaks 5 und 7 eindeutig IW bzw. WL zugeordnet werden. Die Freisetzung von IW aus dem
α-Lactalbumin stimmt mit den Ergebnissen der in silico-Analyse überein (Abbildung 4.10). Al-
lerdings sollten Peptide mit einem N-terminalen Tryptophanrest und einer C-terminalen ali-
phatischen Aminosäure wie WL aufgrund der Substratspezität von Chymotrypsin und Ther-
molysin nicht entstehen, da Chymotrypsin bevorzugt am C-Terminus aromatischer Amino-
säuren und Thermolysin bevorzugt am N-Terminus hydrophober Aminosäuren spaltet. Auch
hier kann von Nebenaktivitäten in den Enzympräparaten ausgegangen werden. Den Peaks 2
bis 8 lassen sich weitere Peptide mit aromatischen Aminosäuren zuordnen (Tabelle 4.9).
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Abbildung 4.14: RP-HPLC-Chromatogramm mit UV- (λ=280 nm) und ESI-TOF-MS-Detektion
des Molkenproteinhydrolysates nach zweistuger Hydrolyse mit Chymotryp-
sin und Thermolysin (c=2 g Hydrolysat/L). Die Zahlen geben die identizier-
ten Peptide der Tabelle 4.9 an.
Tabelle 4.9: Mittels LC-ESI-TOF-MS identizierte Peptide aus dem Molkenproteinhydrolysat
nach zweistuger Hydrolyse mit Chymotrypsin und Thermolysin.
Peak Retentionszeit Detektierte Mögliche Protein-
(min) Peptidmasse [M+H]+ Aminosäuresequenz quelle
1 23,6 205,1 W α-LA, β-LG
2 34,9 306,3 TW β-LG
3 38,4 333,3 QW/KW α-LA
4 42,8 561,6 LDQW α-LA
5 44,4 318,3 IW α-LA
6 46,9 279,3 LF α-LA, β-LG
7 50,4 318,3 WL α-LA
8 63,7 730,7 VSLPEW α-LA
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Einige Peptide sind bereits in der Literatur als ACE-inhibierend beschreiben worden. So konn-
ten Otte et al. (2007) das Hexapeptid VSLPEW in einem mit Thermolysin behandelten Mol-
kenproteinhydrolysat identizieren und einen IC50-Wert von 57 µM bestimmen. Bei dem grö-
ßeren Peak im GPC-Fluoreszenz-Chromatogramm (Abbildung 4.13), welcher nahe der 1 kDa-
Molmassengrenze eluiert, könnte es sich um dieses Hexapeptid handeln. Das Dipeptid TW
stammt aus der Sequenz des β-Lactoglobulins und ist laut in silico-Analyse (Abbildung 4.10)
kein Produkt der zweistugen Hydrolyse. Allerdings könnte Thermolysin auch nach dem Gly-
cinrest G17 spalten und somit TW freisetzen. TW zeigt in späteren Untersuchungen allerdings
nur eine geringe ACE-Hemmung. Neben den tryptophanhaltigen Peptiden konnte auch das
phenylalaninhaltige Dipeptid LF identiziert werden. Laut FitzGerald and Meisel (2000) wurde
das Dipeptid in α-Lactalbumin- und β-Lactoglobulinhydrolysaten freigesetzt und wies einen
IC50-Wert von 349 µM auf. Aufgrund des hohen IC50-Wertes sollte LF nur einen geringen Anteil
an der Inhibierung des Hydrolysates besitzen.
4.1.11 antifizierung der tryptophanhaltigen Peptide in den
Molkenproteinhydrolysaten
Um die Ezienz der Freisetzung der tryptophanhaltigen Peptide IW und WL beurteilen zu
können, erfolgte die Quantizierung mittels RP-HPLC mit Fluoreszenzdetektion nach Kapitel
3.2.3. Das RP-HPLC-Fluoreszenz-Chromatogramm des Molkenproteinhydrolysates nach zwei-
stuger Hydrolyse mit Chymotrypsin und Thermolysin (CT) ist in Abbildung 4.15 dargestellt.
Für die externe Kalibrierung wurden die Peptide IW und WL und die Aminosäure Tryptophan
verwendet. Anhand des Retentionszeitvergleichs mit den Standardsubstanzen war eine deut-
liche IW- und Tryptophanfreisetzung durch die zweistuge CT-Hydrolyse zu beobachten, was
mit der in silico-Analyse aus Abbildung 4.10 übereinstimmt.
Wie aus Tabelle 4.10 ersichtlich, sind die Gehalte des Dipeptids IW im Alcalase/Trypsin (AT)-
Hydrolysat geringer als nach der zweistugen CT-Hydrolyse. Dies belegt die Spezität der
zweistugen Hydrolyse für die Freisetzung tryptophanhaltiger Peptide.
Tabelle 4.10: Gehalte an den bioaktiven Peptiden IW und WL in den Molkenproteinhydroly-
saten (MW±Stabw, n=3)
Enzymkombination Gehalt IW Gehalt WL Freisetzung Freisetzung
(mg/g)1 (mg/g)1 IW (%)2 WL (%)2
Alcalase, Trypsin 3,5±0,2 0,95±0,02 35 4
1. Chymotrypsin 5,1±0,1 2,03±0,2 50 13
2. Thermolysin
1Konzentration der Dipeptide im Hydrolysat (mg/g Protein)
2Freisetzung in % des Peptids aus dem Vorläuferprotein
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Abbildung 4.15: RP-HPLC-Chromatogramm mit Fluoreszenzdetektion (λex=280nm;
λem=355 nm) des Molkenproteinhydrolysates nach zweistuger Hydrolyse
mit Chymotrypsin und Thermolysin (A, c=2 g/L) und der Peptidstandards
von IW und WL (B, c=20 µM)
Die Konzentration von IW bzw. WL im CT-Hydrolysat beträgt 11,3±0,1 bzw. 2,12±0,05 mg
Dipeptid/g α-Lactalbumin, unter der Voraussetzung, dass das Molkenproteinhydrolysat 45 %
α-Lactalbumin in der Proteinfraktion enthält (Datenblatt Lacprodan-10, ArlaFoods). Unter der
Annahme einer maximalen Ausbeute von 22 mg IW/g α-Lactalbumin für IW, konnte etwa 50 %
des IW aus dem Ausgangsprotein freigesetzt werden. Eine Erklärung für die unvollständige
IW-Bildung f(59-60) kann, wie beim Protein HEWL, die Position des Tryptophanrestes W60
darstellen. In Abbildung 4.16 ist die Lösungsmittelzugänglichkeit der vier Tryptophanreste
im α-Lactalbumin anhand einer in silico-Analyse verdeutlicht. Der Tryptophanrest W118 ist
gut zugänglich, während die Reste W60, W104 und W26 abgeschirmt im Inneren des Prote-
ins lokalisiert sind. Dies bestätigt auch die Studie von N’Negue et al. (2006). Sie untersuchten
die Hydrolyse von bovinen α-Lactalbumin und deren Abbauprodukte unter Verwendung von
Thermolysin bei 70 °C. Bei dieser Temperatur wurde eine vollständige Spaltung des Proteins
erreicht. Das Protein wurde zu Anfang schnell hydrolysiert. Dann wurde das Protein wei-
ter entfaltet, was zur Freisetzung von Zwischenprodukten führte, aus denen weitere Peptide
gebildet wurden. Die N-terminale Region f(1-58) und die C-terminale Region f(95-123) wur-
den schnell gespalten, wogegen der mittlere Bereich des Proteins einschließlich der Calcium-
Bindungsdomäne deutlich beständiger gegenüber der enzymatischen Hydrolyse war. Die IW-
Sequenz f(59-60) ist demnach im hydrolyseresistenten Bereich lokalisiert, was zu einer er-
schwerten IW-Freisetzung führen kann. Weiterhin bendet sich eine Disuldbrücke in der
90
4.1 Freisetzung und Charakterisierung von ACE-hemmenden Peptiden
Abbildung 4.16: Darstellung der Sekundärstruktur und der Lösungsmittelzugänglichkeit der
vier Tryptophanreste von bovinen α-Lactalbumin anhand einer in silico-
Analyse (Discovery Studio Visualizer, v2.5, Accelrys Software Inc., San Diego,
CA: pdb-File 1f6r). Für das Lösungsmittel zugängliche Aminosäurereste sind
blau gefärbt und grün markierte Aminosäure sind im Inneren des Proteins
lokalisiert
Position 61-77 in der β-Domäne von α-Lactalbumin, also in direkter Nachbarschaft zu IW
(N’Negue et al., 2006). Daher ist mit einer erschwerten Freisetzung des Dipeptids zu rechnen,
solange die Disuldbrücke intakt vorliegt. Anhand der in silico-Analyse sollte das Dipeptid WL
theoretisch nicht generiert werden (Abbildung 4.10). Tatsächlich entsprechen die bestimmten
Gehalte für WL nur 4 % der maximalen Ausbeute. Der geringe Gehalt kann mit dem Vor-
handensein des prognostizierten Oligopeptids LDQW f(118-122) und der freien Aminosäure
Tryptophan f(104) erklärt werden, welche laut LC-ESI-TOF-MS im ACT-Hydrolysat identi-
ziert wurden (Tabelle 4.9). N’Negue et al. (2006) identizierten ebenfalls LDQW im Thermo-
lysinhydrolysat von α-Lactalbumin und zeigten, dass das Tetrapeptid schon nach einer Hydro-
lysezeit von 5 min bei 70 °C gebildet wurde. Das bestätigt gleichzeitig die gute Zugänglichkeit
des Tryptophanrestes W118 (Abbildung 4.16).
Die Konzentration von IW bei dem bestimmten IC50-Wert von 22 mg Hydrolysat/L wurde zu
0,3 µM für IW und 0,06 µM für WL berechnet. Ein Vergleich mit den entsprechenden IC50-
Werten von IW und WL, legt nahe, dass IW für einen großen Teil der inhibitorischen Wirkung
des Molkenproteinhydrolysates verantwortlich ist.
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4.1.12 Zusammenfassung
Im Fokus der Untersuchungen stand die Darstellung ACE-hemmender tryptophanhaltiger Di-
peptide aus Lebensmittelproteinen. Die Eignung von Hühnereiweißlysozym und dem Molken-
protein α-Lactalbumin, aufgrund ihres hohen molekularen Tryptophangehaltes, als Präkurso-
ren für die Freisetzung von tryptophanhaltigen Peptiden konnte nachgewiesen werden. Zur
spezischen Darstellung der Peptide wurde ein zweistuges Hydrolyseverfahren mit den En-
zymen Chymotrypsin und Thermolysin entwickelt. Die nach dem proteolytischem Abbau frei-
gesetzten Peptide konnten strukturell identiziert und anschließend hinsichtlich ihrer ACE-
Hemmung in vitro charakterisiert werden. Aufgrund der Substratspezität der Hydrolasen
wurden Peptide mit N-terminalen aliphatischen Aminosäureresten und hydrophoben aroma-
tischen Aminosäuren am C-Terminus freigesetzt, welche aufgrund ihrer Struktur potentielle
ACE-Inhibitoren in vitro darstellen. Die ACE-hemmenden Peptide AW aus der Sequenz des
HEWL und IW aus α-Lactalbumin konnten spezisch zu > 50 % aus dem Proteinverband frei-
gesetzt werden. Die resultierenden Proteinhydrolysate wiesen eine sehr gute ACE-Inhibierung
in vitro auf, die im Falle des Molkenproteinhydrolysates vor allem auf das bioaktive Peptid IW
(IC50=0,7 µM) zurückzuführen ist.
4.2 Einfluss tryptophanhaltiger Dipeptide auf die
Aktivität der ACE-Domänen
Wie in Kapitel 4.1 gezeigt wurde, stellen tryptophanhaltige Dipeptide potente natürliche ACE-
Inhibitoren in vitro dar. Bisher ist ungeklärt, welchen Einuss diese Peptide auf die beiden
aktiven Zentren des ACEs besitzen, und ob sie in der Lage sind zwischen der C- und der N-
Domäne zu dierenzieren. Die C-Domäne des sACEs ist hauptsächlich an der Spaltung von
Angiotensin I zu Angiotensin II in vivo beteiligt und ist damit stärker in die Blutdruckregula-
tion involviert (vgl. Kapitel 2.2.3). Dagegen hydrolysieren beide Domänen das physiologische
Substrat Bradykinin mit ähnlicher katalytischer Ezienz (Jaspard et al., 1993; Deddish et al.,
1998).
Synthetische ACE-Hemmer, wie Captopril, welche seit mehr als 20 Jahren in der Hypertonie-
therapie angewendet werden, zeigen einige unerwünschte Nebenwirkungen wie trockenen
Husten, verminderte Nierenfunktion oder Angioödeme (Dicpinigaitis, 2006). Als Ursache die-
ser Nebenwirkungen wird die erhöhte Bradykininkonzentration im Plasma unter anderem
durch die unselektive Inhibierung der ACE-Domänen angesehen (Ehlers, 2006). Es wird daher
postuliert, dass die Behandlung mit C-domänenselektiven Inhibitoren durch die Hemmung
der Angiotensin I-Spaltung zu einer eektiven Blutdrucksenkung führt und gleichzeitig die
unerwünschten Nebenwirkungen aufgrund des Bradykininabbaus durch die N-Domäne re-
duziert werden (Kröger et al., 2009). In der Literatur sind Inhibitoren mit ausgeprägter C-
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Domänenselektivität, wie das Lisinoprilanalogon Lisinopril-Tryptophan (Watermeyer et al.,
2010), das Peptid kAW (5S)-5-[(N-benzoyl)-amino]-4-oxo-6-phenylhexanoyl-L-Tryptophan (Wa-
termeyer et al., 2008) oder das Phosphinpeptid RXPA380 (Kröger et al., 2009), beschrieben
(Kapitel 2.3.2). Es wird angenommen, dass unter anderem der voluminöse C-terminale Tryp-
tophanrest in P2’-Position für die C-Domänenselektivität dieser Inhibitoren verantwortlich ist
(Watermeyer et al., 2010). Die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen dem Tryptophanrest
und den zwei Valinresten der S2’-Bindungstasche der C-Domäne, die in der N-Domäne durch
Serin- und Threoninreste ersetzt sind, scheinen für die bevorzugte Bindung an die C-Domäne
von ACE ausschlaggebend zu sein (Kröger et al., 2009). Aufgrund ihrer strukturellen Voraus-
setzung wurde für die tryptophanhaltigen Dipeptide die folgende Arbeitsthese aufgestellt:
Arbeitsthese 2:
Dipeptide mit einem C-terminalen Tryptophanrest inhibieren die Aktivität der C-Do-
mäne stärker als die Aktivität der N-Domäne.
Diese wird im Folgenden diskutiert.
4.2.1 Einfluss des Cofaktors Chlorid auf die ACE-Aktivität
Eine Präferenz der tryptophanhaltigen Dipeptide IW und WL für die Hemmung der C-Domäne
deutete sich in den Untersuchungen zum Einuss der Chloridkonzentration auf die ACE-
Aktivität an. Wie im Kapitel 2.2.3 beschrieben, weisen die ACE-Domänen signikante Un-
terschiede in ihrer Chloridabhängigkeit auf (Bernstein et al., 2013). Dabei ist der Einuss der
Chloridkonzentration auf die Hydrolyse des Substrates HHL am stärksten ausgeprägt (Yates
et al., 2014). Wei et al. (1991) untersuchten den Eekt der Chloridkonzentration auf die Hy-
drolyse des Substrates HHL durch die N- und C-Domäne mit Hilfe von rekombinanten ACE-
Mutanten. Das Ergebnis der Studie ist in Abbildung 4.17 dargestellt. Es wurde deutlich, dass ei-
ne starke Aktivierung der C-Domäne durch eine Erhöhung der Chloridkonzentration erfolgte,
während die N-Domäne über einen Konzentrationsbereich von 10 bis 1000 mM Chlorid keinen
Unterschied in der ACE-Aktivität aufwies. Davon ausgehend sollten Inhibitoren mit einer C-
Domänenpräferenz bei einer Chloridkonzentration ≥ 100 mM eine verstärkte Hemmung der
HHL-Spaltung aufzeigen, da bei diesen Chloridkonzentrationen die C-Domänenaktivität ge-
genüber der N-Domänenaktivität deutlich erhöht ist. Um diese These zu untersuchen wurde
zunächst der Einuss der Chloridkonzentration auf die Aktivität des kACEs im Testsystem mit
dem Substrat HHL untersucht.
Fünf verschiedene Chloridionenkonzentrationen zwischen 63 und 500 mM Chlorid wurden
auf ihren Einuss auf die Aktivität des Modellenzyms kACE getestet. Die Primärsequenz der
C-Domäne des kACEs besitzt mit der humanen C-Domäne eine hohe Übereinstimmung von
87 % identischen Aminosäuren (Deddish et al., 1998). Weiterhin besitzt das kACE laut Kristall-
struktur, wie das humane sACE, zwei Chloridbindungstellen in der C-Domäne und nur eine
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Abbildung 4.17: Einuss der Chloridkonzentration auf die HHL-Hydrolyse der C-(schwarze
Vierecke) und N-Domäne (weiße Kreise) von rekombinantem ACE (modi-
zierte Abbildung aus Wei et al. (1991))
Chloridbindungsstelle in der N-Domäne. Deshalb wird angenommen, dass durch die Erhöhung
der Chloridkonzentration analog dem humanen ACE, vor allem die C-Domäne aktiviert wird.
Aus Abbildung 4.18 wird deutlich, dass sich die Reaktionsgeschwindigkeit der HHL-Hydrolyse
mit Erhöhung der Chloridionenkonzentration von 63 auf 500 mM nahezu verdoppelt.






















Abbildung 4.18: Einuss der Chloridkonzentration auf die Hydrolyse des Substrates HHL
durch kACE
Ein Plateau der maximalen ACE-Aktivität deutet sich bei etwa 500 mM Chlorid an. Dies ist
in Übereinstimmung mit den Studien von Ehlers, Maeder et al. (1986), die zeigten, dass 90 %
der maximalen Enzymaktivität von humanen Lungen- und Nieren-ACE bei 300 mM Chlorid
und einer Substratkonzentration von 5 mM HHL erreicht wurde. Dies beweist, dass das Mo-
dellenzym kACE wie die humane Enzymvariante ebenfalls eine starke Chloridabhängigkeit
der Hydrolyse von HHL aufweist.
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4.2.2 Einfluss der Chloridionenkonzentration auf die Inhibierung
von ACE-Inhibitoren
Der Einuss der Chloridkonzentration auf die Hemmwirkung der bioaktiven Peptide IW und
WL und des synthetischen ACE-Inhibitors Lisinopril wurde mit dem Testsystem (Kapitel 3.4.1)
unter Verwendung des Substrates HHL und kACE untersucht. Das Inhibierungsverhalten des
Komplexbildners EDTA wurde ebenfalls betrachtet. Dieser ist in der Lage, die für die enzy-
matische Hydrolyse notwendigen Zinkionen im aktiven Zentrum der ACE-Domänen zu kom-
plexieren. Die Inhibierung ist reversibel, da durch Zinkionenzugabe die Enzymaktivität voll-
ständig wiederhergestellt werden kann (Buttery and Stuart, 1993). Es wird angenommen, dass
EDTA die gleiche Anität zu den Zinkionen in den aktiven Zentren der ACE-Domänen zeigt,
weil die Wechselwirkung mit den Substratbindungstaschen vernachlässigbar sein sollten. Dies
würde EDTA zu einem guten Modell für einen unspezischen Inhibitor machen.
Die Dosis-Wirkungskurven der ACE-Inhibitoren wurden in Abhängigkeit von zwei Chlorid-
konzentrationen, 63 mM und 221 mM, bestimmt und daraus die IC50-Werte berechnet. Laut
Abbildung 4.17 zeigt die N-Domäne bei einer Chloridkonzentration von 63 mM eine Umsatz-
geschwindigkeit von ca. 0,07 nmol/min und die C-Domäne von 0,175 nmol/min. Bei einem
Chloridgehalt von 221 mM hingegen, weist die C-Domäne eine deutlich höhere Aktivität von
0,6 nmol/min auf, währenddessen die Aktivität der N-Domäne konstant bleibt. Wei et al. (1991)
bestimmten die Wechselzahl der HHL-Hydrolyse des somatischen ACEs und die der Einzel-
domänen bei einer Chloridkonzentration von 300 mM. Die Ergebnisse deuten an, dass sich
die Aktivität der C- und N-Domäne bei der Gesamt-ACE-Aktivität des sACEs für dieses Test-
system nahezu additiv verhalten. Unter dieser Voraussetzung könnte abgeschätzt werden, wie
sich die Aktivitäten der Einzeldomänen für das Gesamt-ACE zusammensetzen. Bei einer Chlo-
ridkonzentration von 221 mM sollte der Hauptteil des Substrates (ca. 90 %) von der C-Domäne
und nur 10 % von der N-Domäne hydrolysiert werden. Bei einer Senkung der Chloridkon-
zentration auf 63 mM würde sich der Anteil der N-Domäne an der Gesamtaktivität auf 30 %
erhöhen. Durch Erniedrigung der Chloridkonzentration könnte so der Einuss der C-Domäne
an der Gesamtaktivität gesenkt werden. Dies sollte bei Inhibitoren mit C-Domänenpräferenz
in einem erhöhten IC50-Wert resultieren. Die Ergebnisse des Chlorideinusses auf die ACE-
Inhibierung sind in Tabelle 4.11 dargestellt.
Die Erhöhung der Chloridkonzentration von 63 auf 221 mM resultierte in einer Abnahme der
IC50-Werte der tryptophanhaltigen Dipeptide um den Faktor 7 bei IW bzw. Faktor 5 bei WL.
Daraus könnte geschlussfolgert werden, dass IW und WL präferiert an die C-Domäne binden.
Unter der Annahme, dass bei den gewählten Testbedingungen (Substrat: HHL, c(Cl-)=221 mM)
die Aktivität der C-Domäne den Hauptteil der Gesamt-ACE-Aktivität übernimmt, können die
meisten in der Literatur, und ebenso die in Kapitel 4.1, angebenen IC50-Werte vorrangig als Ein-
uss auf die C-Domäne interpretiert werden. Im Gegensatz zu den Dipeptiden konnte für den
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Tabelle 4.11: Chloridabhängigkeit der Inhibierung von kACE durch EDTA, IW, WL und Lisi-
nopril (MW±Stabw, n=2)










synthetischen Hemmer Lisinopril eine geringe Zunahme des IC50-Wertes von 1,9 auf 5,0 nM bei
der Erhöhung der Chloridkonzentration beobachtet werden. Wei et al. (1992) konnten ebenfalls
zeigen, dass die Hemmung der ACE-Domänen durch synthetische Inhibitoren chloridabhän-
gig ist. Die Ki-Werte für Lisinopril für die Hemmung der C-Domäne sanken bei Erhöhung der
Chloridionenkonzentration von 20 auf 300 mM von 27 auf 1,4 nM, während die Ki-Werte für
die N-Domäne unbeeinusst blieben. Die Ergebnisse von Wei et al. (1992) deuten eher eine
leichte C-Domänenpräferenz von Lisinopril an. Der Einuss der Chloridkonzentration auf die
Gesamt-ACE-Aktivität wurde allerdings nicht angegeben.
Das metallchelatierende Agens EDTA zeichnet sich durch ein anderes Verhalten aus. Die IC50-
Werte unterscheiden sich bei 63 und 221 mM Chlorid kaum. Die Bildung des Chelatkomplexes
mit den zweiwertigen Zinkionen im aktiven Zentrum ist demzufolge unabhängig von diesem
Cofaktor und bestätigt den unselektiven Hemmcharakter des Inhibitors.
Wei et al. (1992) postulierten, dass die Bindung von Chloridionen eine Stabilisierung des En-
zym-Inhibitor-Komplexes bewirkt und zu einer reduzierten Dissoziationsrate führt. Masuyer
et al. (2014) zeigen ebenfalls eine indirekte stabilisierende Wirkung des Chloridions in der
Chloridbindungstasche 1 auf die Substrat- bzw. Inhibitorbindung in der C-Domäne (Abbil-
dung 2.7). Dies könnte erklären, warum die tryptophanhaltigen Peptide bei höherer Chlorid-
konzentration eine verstärkte Inhibierung bewirken. Weiterhin deniert die Größe des In-
hibitors und dessen Wechselwirkungen mit den Substratbindungsstellen die Chloridabhän-
gigkeit der Hemmung. Die Bindung der Inhibitoren IW, WL und Lisinopril in die S2’- bis
S1-Substratbindungstaschen sollte theoretisch keinen Einuss auf die Interaktion der Ami-
nosäurereste E403 und K118 in der C-Domäne besitzen (Masuyer et al., 2014). Die ionische
Wechselwirkung dieser Aminosäurereste reduziert die Zugänglichkeit des Cofaktors zur Chlo-
ridbindungstasche 2 und könnte die Chloridabhängigkeit der Inhibitoren erklären. Die orien-
tierende Untersuchung zum Einuss des Cofaktors Chlorid auf die Hemmung des ACEs deutet
auf eine Präferenz von IW und WL für die Hemmung der C-Domäne an. Allerdings müssen
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weiterführende Untersuchungen die Frage nach einer möglichen selektiven Beeinussung der
C-Domäne durch die tryptophanhaltigen Dipeptide beantworten.
4.2.3 Untersuchung der Aktivität der ACE-Domänen
Es existieren verschiedene Möglichkeiten die ACE-Domänen einzeln zu charakterisieren. Ei-
ne häug angewandte Methode ist die Verwendung von gentechnisch modizierten ACE-
Formen, die nur über ein funktionstüchtiges aktives Zentrum (z. B. durch Einpunktmutatio-
nen) verfügen, aber die gleiche Sequenzlänge wie das originäre sACE besitzen (Wei et al., 1991).
Weiterhin könnte tACE, welches nur über die C-Domäne des sACEs verfügt, zur Untersuchung
der C-Domänenaktivität dienen. Georgiadis et al. (2003) verwendeten die domänenselektiven
Inhibitoren RXP407 und RXPA380 zur Inhibierung eines aktiven Zentrums, um den Substra-
tumsatz des anderen aktiven Zentrums zu untersuchen. Araujo et al. (2000) und Bersanetti
et al. (2004) zogen als weiteres Unterscheidungsmerkmal der Domänen die unterschiedliche
Spezität gegenüber synthetischen ACE-Substraten heran, die aufgrund ihrer Struktur präfe-
riert von einem aktiven Zentrum, gespalten werden (Kapitel 2.2.4). Das N-domänenspezische
Substrat Abz-SDK(Dnp)-P-OH und das FRET-Substrat Abz-LFK(Dnp)-OH, welches vorran-
gig von der C-Domäne hydrolysiert wird, werden in dieser Arbeit zur Dierenzierung der
N- und C-Domäne eingesetzt, um die tryptophanhaltigen Dipeptide auf ihre domänenspezi-
sche Inhibierung zu testen. Das dritte Substrat Abz-FRK-Dnp-OH wird zur Bestimmung der
Gesamtaktivität des sACEs verwendet, da es von beiden aktiven Zentren mit ähnlicher Ezi-
enz umgesetzt wird. Die hochselektiven Substrate bieten den Vorteil, die Wechselwirkung von
bioaktiven Peptiden mit dem aktiven Zentrum des somatischen ACEs ohne den Einsatz von
ACE-Mutanten zu studieren zu können (Cotton et al., 2002). Darüber hinaus können mögli-
che Wechselwirkungen bzw. Kooperativitätseekte zwischen den beiden aktiven Zentren des
sACEs untersucht werden.
4.2.4 Entwicklung eines Testsystems zur Bestimmung der Aktivität
der ACE-Domänen
Die entwickelte Methode zur Bestimmung der Enzymaktivität der ACE-Domänen wurde an
die Versuchsdurchführungen von Araujo et al. (2000) und Carmona et al. (2006) angelehnt.
Das Prinzip der ACE-Aktivitätsmessung ist in Kapitel 3.5 erläutert. Jullien et al. (2006) beob-
achteten, dass sich das somatische ACE je nach Enzymherkunft in seiner Aminosäuresequenz
unterscheiden kann und damit Unterschiede in der Selektivität von Substraten und Inhibitoren
der N-Domäne und der C-Domäne auftreten können. Aus diesem Grund wurden sowohl das
Modellenzym kACE,das humane Blutplasma als auch rekombinant humanes ACE als Quellen
für das lösliche somatische ACE verwendet. Dadurch war ein Vergleich von humanen und tie-
rischen Enzymspezies möglich. In den Diplomarbeiten von Rückriemen (2012) und Pohl (2013)
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wurden die kinetischen Parameter Km, K’ und vmax für die Hydrolyse der FRET-Substrate be-
stimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.12 dargestellt.
Tabelle 4.12: Kinetische Parameter Km bzw. K’ für die Hydrolyse der FRET-Substrate durch das
somatische humane und das Kaninchenlungen-ACE (MW±Stabw; n=3)
Enzymquelle K’-Wert (µM) Km-Wert (µM) K’-Wert (µM)
Abz-LFK(Dnp)-OH Abz-SDK(Dnp)P-OH Abz-FRK(Dnp)P-OH
Modell kACE 13,8±1,2 20,6±2,7 n.d.
Plasma-ACE 43,0±5,8 11,0±1,0 10,6±0,6
rekomb. sACE 40,7±10,6 25,4±2,4 n.d.
Die ermittelten Km- bzw. K’-Werte unterschieden sich zwischen den untersuchten Enzyms-
pezies. Aus diesem Grund wurde zur besseren Vergleichbarkeit die Substratkonzentration im
Testsystem auf 1x Km bzw. 1x K’ festgelegt. Die Substratkonzentration variierte somit zwi-
schen den eingesetzten Enzymen kACE und Plasma-ACE. Nach Vergleich der Primärstruktur
von kACE und humanem ACE stimmen die Aminosäuresequenzen zu 88 % überein (Tabelle
4.13). Diese geringen Abweichungen in der Primärsequenz könnten in einer Änderung der
Sekundärstruktur der Enzyme resultieren, was die Anität gegenüber den Substraten verän-
dern könnte. Zudem ist das humane sACE stärker glycosyliert als das kACE. Die C-Domäne
des kACEs besitzt fünf potentielle N-Glycosylierungsstellen, während in der humanen Vari-
ante sieben potentielle Stellen lokalisiert sind (Hooper, 1991). Auch diese strukturellen Verän-
derungen können zu unterschiedlichen Anitäten der Enzymspezies zu den FRET-Substraten
beitragen. Das verwendete rekombinante humane ACE (rhACE) wies eine vergleichbare Af-
nität zum Substrat Abz-LFK(Dnp)-OH wie das Plasma-ACE auf, aber der Km-Wert für das
N-domänenspezische Substrat war höher. Dies könnte ebenfalls in den unterschiedlichen
Primärstrukturen der Enzyme begründet sein, denn rhACE verfügt zusätzlich über zehn His-
tidinreste am C-Terminus, die bei der Herstellung des Enzyms in dessen Sequenz eingebaut
wurden.
Tabelle 4.13: Vergleich der Aminosäuresequenzen des somatischen Kaninchen-, Maus- und
Ratten-ACEs mittels Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) mit der huma-
nen somatischen Variante (P12821)
Organismus und Identische Aminosäuren mit Ähnliche
Uniprot-Code humaner Sequenz (%) Aminosäuren (%)
Kaninchen (P12822) 88 94
Ratte (P47820) 84 94
Maus (P09470) 83 92
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4.2.5 Eignung des Testsystems zur Bestimmung der C- und
N-Domänenaktivität des humanen Plasma-ACEs
Da es sich bei Plasma-ACE nicht um ein isoliertes und gereinigtes Enzym handelt, könnten
andere im Plasma enthaltene Peptidasen mit ähnlicher Spezität die FRET-Substrate spalten.
Um die Spezität des Plasma-ACEs für die drei FRET-Substrate zu verizieren, wurde der Sub-
stratabbau in Gegenwart des spezischen ACE-Inhibitors Lisinopril bestimmt. Ausgehend von
einem IC50-Wert von 0,6 nM, sollte das ACE bei der gewählten Konzentration von c=500 nM
zu 100 % gehemmt sein. Bei allen drei Substraten war in Gegenwart von 500 nM Lisinopril
keine Produktbildung detektierbar. Daraus lässt sich schließen, dass die Substrate spezisch
durch die Domänen des ACE hydrolysiert werden. Zur Validierung der entwickelten Methode
fungierten die, in der Literatur als natürliche C-domänenselektive Inhibitoren beschriebenen,
Oligopeptide BPPb und Angiotensin II als Positivkontrolle (Cotton et al., 2002), (Masuyer et al.,
2012). Die prozentualen Hemmungen der Inhibitoren sind in Tabelle 4.14 dargestellt.
Für beide Oligopeptide ist bei gleicher Inhibitorkonzentration die Hemmung der Hydroly-
se des C-domänenspezischen Substrates Abz-LFK(Dnp)-OH deutlich größer als die des N-
domänenspezischen Substrates. Dies stimmt mit den Ergebnissen von Cotton et al. (2002)
und Masuyer et al. (2012) überein. Cotton et al. (2002) bestimmten für BPPb für die C-Domäne
einen Ki-Wert von 30 nM, wohingegen der Ki-Wert für die Hemmung der N-Domäne im unte-
ren mikromolaren Konzentrationsbereich lag. Für Angiotensin II werden Ki-Werte von 4 und
76 µM für die Hemmung der C- bzw. N-Domäne angegeben. Die selben Konzentrationsberei-
che deuten sich auch für die Inhibierung der domänenspezischen Substrate unter Verwen-
dung des Plasma sACEs an (Tabelle 4.14).
Tabelle 4.14: Inhibierung der Domänen des humanen Plasma-ACEs durch die Oligopeptide
BPPb und Angiotensin II (MW±Stabw, n=3)
Inhibitor Konzentration Hemmung des Substrat-Abbaus
im Assay der C-Domäne (%) der N-Domäne (%)
BPP b 30 nM 73,0±0,5 n.d.
2 µM > 100 13,0±1,8
Angiotensin II 10 µM 42,7±3,1 6,2±1,2
200 µM 95,6±1,5 35,6±0,9
Die Bestimmung des Einusses auf die Hydrolyse des C-domänenspezischen Substrates Abz-
LFK(Dnp)-OH und folglich auf die Aktivität der C-Domäne ist daher mit der entwickelten Me-
thode (Kapitel 3.5) möglich. Da die Substrate vorrangig die Aktivität einer ACE-Domäne reprä-
sentieren, wird im Folgenden die Hemmung des Substratumsatzes als Inhibierung der jeweili-
gen Domäne beschrieben. Somit wird die Hemmung des Abbaus des C-domänenspezischen
Substrates Abz-LFK(Dnp)-OH als Hemmung der C-Domäne betitelt. Das gilt analog für Abz-
SDK(Dnp)P-OH und die N-Domäne.
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Der Aktivitätstest zeichnet sich durch seine hohe Empndlichkeit und seine schnelle und un-
komplizierte Handhabung aus. Durch die Verwendung einer ungereinigten Enzymquelle ist es
denkbar, dass die im humanen Plasma enthaltenen Peptidasen die bioaktiven Peptide proteo-
lytisch spalten. Aus diesem Grund stellt ein kontinuierliches Testsystem, welches den gesam-
ten Reaktionsablauf detektiert, einen wichtigen Aspekt bei der Messung der Inhibierung von
hydrolyseempndlichen Inhibitoren dar. Ein möglicher Abbau der Hemmstoe kann durch
eine Abnahme der Inhibierung über die Zeit detektiert werden. Desweiteren stellt der ge-
ringe Matrixeinuss (bedingt durch den geringen Plasmaanteil von 4 Vol.-%) einen weiteren
entscheidenden Vorteil gegenüber dem nicht-kontinuierlichen Messsystem mit dem Substrat
HHL (Plasmaanteil 23 Vol.-%) dar.
4.2.6 Einfluss der C- und N-terminalen Tryptophanreste auf die
Inhibierung der ACE-Domänen
Um Beziehungen zwischen der Struktur und der Wirkung eines peptidischen Inhibitors auf
die Domänen ableiten zu können, wurde zunächst der Einuss eines C- und N-terminalen
Tryptophanrestes auf die Aktivität der Domänen untersucht. Dazu wurde die Inhibierung der
Peptide RW, WR, VW und WV bei zwei Inhibitorkonzentrationen, c=10 und 100 µM, bestimmt.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.19 dargestellt.












































Abbildung 4.19: Einuss des C- und N-terminalen Tryptophanrestes in Dipeptiden auf die In-
hibierung der C-(grau,gestreift) und N-Domäne (dunkelgrau). Die Konzentra-
tionen der Dipeptide im Test betragen 10 und 100 µM (n=3, MW±Stabw)
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Die Peptide RW und VW mit einem C-terminalen Tryptophanrest zeigten bei einer Konzentra-
tion von 10 µM eine deutlich höhere Inhibierung der C-Domäne von 38 % bzw. 81 %, während
die beobachtete Hemmung für die N-Domäne signikant niedriger war (RW: 21 %, VW: 2 %).
Zudem scheint VW, verglichen mit RW, ein potenterer Inhibitor für die C-Domäne zu sein.
Die Ergebnisse der Dipeptide WR und WV mit dem N-terminalen Tryptophanrest zeigen bei
c=10 µM ein anderes Bild. Die Hemmung der C-Domäne ist niedriger als für die N-Domäne und
für beide Konzentrationen ist die C-Domänenhemmung signikant niedriger im Vergleich zu
den Dipeptiden RW und VW. Diese Daten verdeutlichen, dass ein C-terminaler Tryptophanrest
zu einer wirksamen Hemmung der C-Domäne führen kann. Einen Erklärungsansatz für die
C-domänenselektive Hemmung der Dipeptide bietet die Kristallstruktur der ACE-Domänen.
Im aktiven Zentrum der C-Domäne konnte eine hydrophobe S2’-Bindungstasche identiziert
werden (Georgiadis et al., 2004; Kröger et al., 2009). Die Wechselwirkungen der Inhibitoren
mit der S2’-Bindungstasche im aktiven Zentrum stellten einen wichtigen Faktor für die Selek-
tivität der Hemmstoe dar. Belege für die Bedeutung des Tryptophanrestes in der P2’-Position
für eine C-domänenselektive Hemmung bieten die Studien über die tryptophanhaltigen Inhi-
bitoren kAW, RXPA380 und Lisinopril-Tryptophan (Abbildung 2.9).
Watermeyer et al. (2008) substituierten den C-terminalen Prolinrest von Keto-ACE (kAP), ei-
nem Analogon des Tripeptidinhibitors Bz-Phe-Gly-Pro, mit einem Phenylalaninrest (kAF) und
einem Tryptophanrest (kAW) (Abbildung 4.20). Der Austausch der C-terminalen Aminosäu-
re resultierte in einer signikanten Steigerung des C-Selektivitätsfaktors Ki(N)/Ki(C) von 30
für kAP auf 602 für kAF bis 1300 für den Inhibitor kAW. Georgiadis et al. (2004) demons-
trierten ebenfalls, dass ein Austausch des C-terminalen Indolrestes von RXPA380 gegen eine
Methylgruppe in einer deutlichen Abnahme des Selektivitätsfaktors Ki(N)/Ki(C) von 3300 auf
20 resultierte. Dieser Verlust an Selektivität lässt sich vor allem durch die stärkere Hemmung
der N-Domäne nach Wegfall des Indolrings erklären. Der Ki-Wert für die N-Domäne sank von
10000 auf 450 nM. Das zeigt, dass die N-Domäne den sperrigen hydrophoben Tryptophanrest
schlechter bindet als die C-Domäne. Jullien et al. (2006) und Kröger et al. (2009) beschrieben,
dass der Tryptophanrest von RXPA380 in P2’-Position starke hydrophobe Wechselwirkungen
mit den zwei Valinresten der C-Domäne (V379 und V380) eingeht. Wie aus Abbildung 4.21
ersichtlich sind in der N-Domäne die zwei Valinreste durch die polareren Aminosäuren Serin
(Ser357) und Threonin (Thr358) substituiert, was zu einer weniger hydrophoben Umgebung
der Bindungstasche führt. Dadurch ist die Wechselwirkung der S2’-Bindungstasche der N-
Domäne mit dem Tryptophanrest reduziert und erklärt die geringere Hemmung der Domäne
(Jullien et al., 2006).
Für die Bindung der tryptophanhaltigen Dipeptide in das ACE lässt sich ein ähnliches Verhal-
ten postulieren. Der C-terminale Tryptophanrest kann gut mit den hydrophoben Valinresten
der S2’-Bindungstasche der C-Domäne wechselwirken und damit eine potente Inhibierung
der C-Domäne bewirken. Gleichzeitig wird der Tryptophanrest aufgrund der polareren Um-
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Abbildung 4.20: Strukturen von Keto-ACE (kAP) und seinen Derivaten kAW und kAF und ihre
Positionen (P2, P1, P1’, P2’) relativ zur zinkbindenden Gruppe
Abbildung 4.21: Darstellung von RXPA380 (orange) im aktiven Zentrum von tACE und der
N-Domäne. Die unterschiedlichen Aminosäurereste der Substratbindungsta-
schen zwischen der C-(gelb) und N-Domäne (violett) sind farblich markiert
(Abbildung aus Kröger et al. (2009))
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gebung nur schwach mit der S2’-Tasche der N-Domäne interagieren, was zu einer schwachen
Hemmung und damit einer besseren C-Domänenselektivität führt.
Eine weitere Verbindung, welche die Bedeutung eines C-terminalen Tryptophanrestes für die
C-Domänenselektivität erklärt, ist das von Nchinda et al. (2006) synthetisierte Lisinoprilde-
rivat LisW mit einem Tryptophanrest anstelle des Prolinrestes in P2’-Position (Abbildung
2.9). Die Änderung der P2’-Position resultiert in einer drastischen Erhöhung der C-Domänen-
selektivität von 2,6 auf > 100. Die Molecular Modelling-Studien von Nchinda et al. (2006) und
die späteren Kristallstrukturanalysen von Watermeyer et al. (2010) bestätigen die Bedeutung
der tiefen S2’-Bindungstasche der C-Domäne als Determinante für die C-Domänenselektivität.
Die schon beschriebenen Valinreste V379 und V380 der S2’-Tasche bilden auch zum Trypto-
phanrest des Lisinoprilderivats starke hydrophobe Wechselwirkungen aus. Zusätzlich iden-
tizierten Nchinda et al. (2006) den Asparaginsäurerest D453, der eine starke Wassersto-
brückenbindung zur sekundären Aminogruppe des Indolrings aufbaut. In der N-Domäne ist
dieser Rest durch den Glutaminsäurerest E431 ausgetauscht (Abbildung 4.21). Dieser besitzt
eine längere Seitenkette und verkleinert dadurch die S2’-Bindungstasche der N-Domäne, was
zusätzlich die schlechtere Bindung des LisW in die N-Domäne erklärt.
Die Abbildung 4.19 demonstriert zusätzlich, dass ein C-terminaler Argininrest zu einer ver-
stärkten Hemmung der N-Domäne führt (Inhibierung bei 100 µM: RW: 29 % und WR: 97 %).
Die höhere Anität für die N-Domäne resultiert vermutlich aus einer besseren Wechsel-
wirkung des polaren basischen Argininrests in P2’-Position mit der weniger hydrophoben
S2’-Bindungstasche der N-Domäne. In seiner wissenschaftlichen Abschlussarbeit untersuchte
Pohl (2013) zusätzlich die Peptidpaare EW, WE, YW und WY auf ihre Wirkung auf die ACE-
Domänen. Die Peptide EW und WE stellen sowohl für die C- als auch für die N-Domäne wenig
potente ACE-Inhibitoren dar (Tabelle 4.15).
Tabelle 4.15: Inhibierung der Domänen des humanen Plasma-ACE durch die Peptide EW, WE,
WY und YW bei einer Konzentration von 10 µM im Assay (MW±Stabw; n=3)






Dieses Ergebnis weist auf die schlechte Interaktion einer sauren Seitenkette mit der S2’-Tasche
der C- und N-Domäne hin. Wie erwartet, ist der Einuss des Peptids YW auf die Aktivität der
C-Domäne größer, als auf die Aktivität der N-Domäne (Tabelle 4.15). WY ist hingegen weni-
ger selektiv, aber die Stärke der Inhibierung der C-Domäne ist vergleichbar mit dem Peptid
YW. Das Ergebnis deutet darauf hin, dass die Wechselwirkungen des Tyrosinrests mit der S2’-
103
4 Ergebnisse und Diskussion
Bindungstasche der N-Domäne durch den polareren Charakter der Aminosäure verbessert
sind. Zusätzlich bindet der C-terminale Tyrosinrest mit ähnlicher Anität in die C-Domäne
wie der Tryptophanrest. Allerdings trägt die aromatische Aminosäure nicht so stark wie der
Tryptophanrest zur Selektivität des Inhibitors bei. Das Verhalten des Aminosäurerestes ist da-
mit vergleichbar mit einem C-terminalen Prolinrest.
Anhand der Daten aus der Kristallstruktur von Lisinopril im Komplex mit den ACE-Domänen
interagiert der Prolinrest mit dem Tyrosinrest Y523 der C-Domäne, welcher auch in der N-
Domäne als Y501 lokalisiert ist (Watermeyer et al., 2008). Bedingt durch die fehlenden Un-
terschiede in der Bindung des Prolinrestes in die S2’-Tasche der Domänen resultiert keine
bevorzugte Bindung in ein aktives Zentrum (Michaud et al., 1997). Eine ähnliche unselektive
Wechselwirkung ist für den C-terminalen Tyrosinrest denkbar. Die Ergebnisse zeigen deutlich,
dass die tryptophanhaltigen Dipeptide in der Lage sind zwischen der C- und der N-Domäne zu
dierenzieren, und dass ein C-terminaler Tryptophanrest zur C-Domänenselektivität beiträgt.
4.2.7 Einfluss der N-terminalen Aminosäure auf die Inhibierung der
ACE-Domänen
Um den Einuss der N-terminalen Aminosäure auf die Domänenselektivität von tryptophan-
haltigen Dipeptiden spezizieren zu können, wurden die Vertreter der vier Aminosäuregrup-
pen – aliphatische, aromatische, basische und saure Aminosäuren – für die Untersuchungen
ausgewählt. Diese Peptide wurden auf ihren Einuss auf die Aktivität der C- und N-Domäne
bei c=10 µM getestet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.22 dargestellt. Sie verdeutlichen, dass
alle Peptide mit einem C-terminalen Tryptophanrest eine stärkere Hemmung der C- als der N-
Domäne aufweisen. Dies bestätigt die Arbeitsthese 2 aus Kapitel 4.2. Allerdings scheint auch
der N-terminale Aminosäurerest einen deutlichen Einuss auf die Selektivität zu besitzen.
Für den basischen Argininrest in RW war nur eine geringe Selektivität für die C-Domäne zu
beobachten. Für KW zeigte sich allerdings eine deutlich stärkere Anität zu der C- als zur N-
Domäne (63 % vs. 7 %). Eine Erklärung für das unterschiedliche Verhalten der beiden basischen
Aminosäurereste lässt sich durch die Interaktion von LisW mit dem aktiven Zentrum des tA-
CEs nden. Dieser Inhibitor besitzt ebenfalls in P1’-Position einen Lysinrest, der in Verbindung
mit einem Tryptophanrest in P2’-Position zur C-Domänenselektivität beiträgt (Watermeyer
et al., 2010). Ein Lysinrest allein in P1’-Position, wie in Lisinopril, weist ohne den sperrigen
Tryptophanrest in P2’-Position nur eine schwache C-Domänenselektivität auf. Die geringe
Selektivität von Lisinopril wird mit der besseren Wechselwirkung der Lysingruppe mit dem
Glutaminsäurerest E162 in der S1’-Tasche der C-Domäne begründet, welcher in der N-Domäne
durch den kürzeren Asparaginsäurerest D140 substituiert ist. Die Analyse der Kristallstruk-
tur von tACE mit LisW zeigt eine enge Verbindung der S2’- und S1’-Substratbindungstaschen
über den Valinrest V380, der gleichzeitig Wechselwirkungen mit dem Lysinrest in P1’- und
104





















Abbildung 4.22: Einuss der N-terminalen Aminosäure von tryptophanhaltigen Dipeptiden
auf die Inhibierung der C-(grau, gestreift) und N-Domäne (weiß) des hu-
manen Plasma-ACEs. Die Konzentration der Peptide beträgt 10 µM (n=3,
MW±Stabw)
dem Tryptophanrest in P2’-Position eingeht (Abbildung 4.23). Der Vergleich mit den trypto-
phanhaltigen Inhibitoren RXPA380 und kAW macht deutlich, dass der Tryptophanrest in LisW
eine andere Konformation (Rotation um 70° bis 180°) in der S2’-Tasche einnimmt als kAW und
RXPA380, was das große Volumen der S2’-Tasche verdeutlicht (Watermeyer et al., 2010). Die
Änderung der Position des Tryptophanrestes wird auf das Vorhandensein der Lysingruppe
zurückgeführt. Abbildung 4.24 illustriert die Bindung von Lisinopril und LisW in das aktive
Zentrum des tACEs. Die geringe Konformationsänderung des Lysinrestes durch die Anwesen-
heit des Tryptophanrestes in LisW im Vergleich zum Lisinopril wird als Ursache für die höhere
Selektivität des LisW vermutet (Watermeyer et al., 2010). Eine ähnliche Wechselwirkung ist
auch bei KW zu erwarten. Der N-terminale Lysinrest wird demnach nur in Kombination mit
einem C-terminalen Tryptophanrest eine erhöhte Selektivität zur C-Domäne aufweisen.
Der große, polare N-terminale Aminosäurerest Tyrosin trägt laut Abbildung 4.22 nicht zu ei-
ner Selektivität bei. Beide Domänen werden ähnlich gut gehemmt, was wahrscheinlich zu
einer moderaten Hemmung der gesamten ACE-Aktivität führt. Auch der N-terminale polare
Threoninrest trägt zu keiner Selektivität des Inhibitors bei. Das Peptid EW zeigt nur eine sehr
schwache ACE-Hemmung für beide Domänen. Daher kann davon ausgegangen werden, dass
N-terminale saure oder polare Aminosäuren weder eine gute Hemmung noch eine gute Selek-
tivität bewirken.
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Abbildung 4.23: Konformation des P2’-Tryptophanrestes von LisW im aktiven Zentrum von
tACE. Der Aminosäurerest Val380 (orange) der Bindungstasche interagiert
mit dem P1’-Lysinrest und dem P2’-Tryptophanrest (grün) des LisW (Abbil-
dung aus Watermeyer et al. (2010))
Abbildung 4.24: Alignment der Bindung von LisW (grau) und Lisinopril (schwarz) in das aktive
Zentrum von tACE. Das Zinkion ist als graue Kugel dargestellt (Abbildung aus
Watermeyer et al. (2010))
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Für die Gruppe der aliphatischen Aminosäuren belegte die Struktur-Wirkungs-Studie deut-
lich, dass ein N-terminaler aliphatischer Rest in Kombination mit einem Tryptophanrest in
der P2’-Position günstige Strukturen für eine C-domänenselektive Inhibierung durch Dipepti-
de darstellt. Die Hemmung der C-Domäne nimmt mit zunehmender Hydrophobie in der Rei-
henfolge Alanin (20 % Hemmung) > Leucin (25 %) > Isoleucin (78 %) ≈ Valin (80 %) zu. Die
beste ACE-Hemmung und C-Selektivität wird für die Dipeptide VW und IW beobachtet. Die
Studie von Wu et al. (2006) bestätigt diese Beobachtung. Für die Literaturdaten von 168 ACE-
hemmenden Dipeptiden wurden Struktur-Wirkungsbeziehungen für eine ACE-Hemmung ab-
geleitet, um eine ACE-Inhibierung von Peptiden anhand eines Modells voraussagen zu können.
Die physikochemischen Eigenschaften, wie Lipophilie, Molekülgröße und elektrische Ladung
der enthaltenen Aminosäurereste, wurden mit den IC50-Werten der Peptide verglichen. Da
viele Literaturdaten zur ACE-Inhibierung mit dem Substrat HHL in Anwesenheit einer hohen
Chloridkonzentration bestimmt wurden, erfolgte vor allem die Detektion des Einusses auf
die C-Domäne (vgl. Kapitel 4.2.1). Für die Dipeptide zeigte sich, dass der Aminosäurerest des
C-Terminus die Hemmung stärker beeinusst als der N-terminale Aminosäurerest. Den stärks-
ten Einuss in P2’-Position besitzt die sterische Hinderung, gefolgt von der Lipophilie. Dies
betont die Bedeutung des C-terminalen Tryptophanrestes für die Inhibierung der C-Domäne.
Für beide Positionen (P2’ und P1’) gilt, dass sich Aminosäurereste mit großen, sperrigen, so-
wie hydrophoben Seitenketten günstig auf die ACE-Hemmung auswirken. Wie auch Cheung
et al. (1980) in ihrer Studie beschrieben, werden aromatische Seitenketten in P2’-Position und
verzweigte, aliphatische und hydrophobe Aminosäuren in P1’ bevorzugt. Aufgrund dieser Er-
gebnisse muss die These folgendermaßen modiziert werden:
These 2:
Dipeptide mit einem C-terminalen Tryptophanrest und einer N-terminalen aliphati-
schen Aminosäure hemmen bevorzugt die Aktivität C-Domäne des sACEs.
Diese These konnte durch die Verwendung von Phosphoramidon, einem Stowechselprodukt
von Streptomyces tanashiensis, bestätigt werden (Schulz et al., 2009). Phosphoramidon inhibiert
Metallopeptidasen wie das Endothelin-Converting Enzyme (EC 3.4.24.71; IC50=0,65 µM, Schulz
et al. (2009)), Thermolysin (Ki=0,028 µM, Matthews (1988)) oder die Neutrale Endopeptidase
(EC 3.4.24.11; IC50=0,034 µM, Kukkola et al. (1996)). Der Inhibitor weist eine peptidähnliche
Struktur auf und besitzt einen C-terminalen Tryptophanrest sowie einen aliphatischen Ami-
nosäurerest an der Position P1’ (Abbildung 4.25). Er sollte deshalb eine C-domänenselektive
Hemmung aufzeigen. Bei den getesteten Konzentrationen von 10 und 113 µM induziert Phos-
phoramidon eine bevorzugte Hemmung der C-Domäne gegenüber der N-Domäne (Abbildung
4.26). Gegenüber dem strukturell verwandten Dipeptid LW weist es sogar eine potentere Hem-
mung der C-Domäne bei 10 µM auf (LW: 25 %, Phosphoramidon: 74 %). Ein Grund könnte die
zinkbindende Phosphinsäuregruppe darstellen, welche die Bindung ins aktive Zentrum ver-
stärkt.
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Abbildung 4.25: Schema einer möglichen Bindung von Phosphoramidon in die Substratbin-
dungstaschen des ACE
















Abbildung 4.26: Inhibierung der C-(weiß) und N-Domäne (grau, gestreift) von Plasma-
ACE durch Phosphoramidon in verschiedenen Konzentrationen (n=3,
MW±Stabw)
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4.2.8 Potenz und Selektivität der ACE-Inhibierung der bioaktiven
Peptide
Zur Charakterisierung der Selektivität der tryptophanhaltigen Peptide auf die Domänen des
humanen ACEs wurden die IC50-Werte der Peptide IW und VW bestimmt. Um Vergleiche zwi-
schen den Tryptophanpeptiden mit bekannten natürlichen ACE-Inhibitoren zu ermöglichen,
wurde zusätzlich die Selektivität der prolinhaltigen Peptide IPP und VPP auf die Domänen
untersucht. Der als unselektiv bzw. schwach C-domänenselektiv beschriebene synthetische
Inhibitor Lisinopril und das bekannte C-domänenspezisch inhibierende Peptid BPPb wer-
den als Positivkontrolle verwendet. Zusätzlich sollte der Einuss der Enzymherkunft auf die
Inhibierung des sACEs untersucht werden. Deshalb wurde neben den Untersuchungen mit
Plasma-ACE zusätzlich der Einuss der Peptide IW, IPP, BPPb und Lisinopril auf das kACE
bestimmt.
Einfluss von BPPb auf die Domänen des humanen ACEs
Die Dosis-Wirkungskurve von BPPb unter Verwendung von Plasma-ACE ist in Abbildung 4.27,
A dargestellt.
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Abbildung 4.27: Dosis-Wirkungskurven der bioaktiven Peptide BPPb (A), IPP (B), VW (C) und
IW (D) der Inhibierung der C-(graue Kreise) und N-Domäne (schwarze Vier-
ecke) des humanen Plasma ACE
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Für das Oligopeptid wurde ein Ki-Wert von 5 nM für die C-Domäne und 2 µM für die N-
Domäne, unter der Annahme eines kompetitiven Hemmmechanismus, bestimmt (Tabelle 4.16).
Das Ergebnis bestätigt den hochselektiven und potenten Charakter des Inhibitors. Die ausge-
prägte C-Domänenspezität des Inhibitors stimmt mit den Ergebnissen von Cotton et al. (2002)
überein, die einen Ki-Wert von 10 µM für die N- und 30 nM für die C-Domäne für ein rekom-
binantes humanes ACE ermittelten.
Tabelle 4.16: Zusammenfassung der Ki-Werte und Selektivitätsfaktoren für die Hemmung der
C- und N-Domäne des humanen Plasma-ACE durch natürliche und synthetische
ACE-Inhibitoren (MW±Stabw; n=3)
Inhibitor Ki-Wert C-Domäne Ki-Wert N-Domäne Selektivitätsfaktor
(µM) (µM) Ki(N)/Ki(C)
IW 1,6±0,2 59,6±10,8 37
VW 2,1±0,3 151,6±24,5 72
IPP 4,3±0,1 1,6±0,1 0,4
BPPb (4,9±0,4) 10-3 2,5±0,5 510
Lisinopril (0,03±0,01) 10-3 (0,30±0,01) 10-3 10
Masuyer et al. (2012) demonstrierten anhand der Kristallstruktur von der humanen C-Domäne
im Komplex mit BPPb, dass auch große Peptide in das aktive Zentrum binden können. Über-
raschenderweise verdrängt BPPb das Zinkion aus dem aktiven Zentrum durch eine Konfor-
mationsänderung des Histidinrestes H383, welcher in der Regel das Zinkion im HExxH-Motiv
koordiniert. Der Histidinrest ändert seine räumliche Anordnung und interagiert stattdessen
mit dem Glycin- G414 und dem Asparaginrest D415. Dies führt zu signikanten Veränderun-
gen in der Konformation des aktiven Zentrums und hemmt die Substrathydrolyse (Abbildung
4.28).
Cotton et al. (2002) untersuchten vier verschiedene BPPs, welche alle die gleiche C-terminale
Aminosäuresequenz∼IPP besaßen, aber sich in den P2- bis P7-Positionen unterschieden. BPPb
wurde als selektivster C-Domänenhemmer identiziert, was mit seiner sehr geringen Ani-
tät zur N-Domäne begründet wurde. Die Ursache dafür wird im Lysinrest in P2-Position oder
im Argininrest in P4-Position vermutet. Der Austausch von einem Prolin- bzw. Glycinrest in
diesen Positionen, wie es bei dem Oligopeptid BBPc der Fall ist, resultiert in einem signikant
niedrigeren Ki-Wert für die N-Domäne von 80 nM. Dadurch wird die C-Domänenselektivität
stark reduziert. Der hohe Selektivitätsfaktor für die Hemmung der Plasma-ACE-Domänen be-
weist die Funktionsfähigkeit der Methode für das humane sACE.
Einfluss von BPPb auf die Domänen des kACEs
Die orientierenden Untersuchungen unter Verwendung des Kaninchenlungen-ACEs ergaben,
dass die Umsetzung des N-domänenspezischen Substrates Abz-SDK(Dnp)P-OH durch BPPb
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Abbildung 4.28: Wechselwirkungen der Aminosäurereste der Substratbindungstaschen (blau)
des aktiven Zentrums der humanen C-Domäne mit dem Inhibitor BPPb (oran-
ge). Die Abbildung verdeutlicht den Verlust des Zinkions durch die neue Bin-
dung des Histidinrestes H383 mit den Aminosäureresten G4114 und D415 (Ab-
bildung aus Masuyer et al. (2012))
mit einem IC50-Wert von 35 µM bzw. einem Ki-Wert von 19 µM (Annahme einer kompetitiven
Hemmung; Abbildung 4.29) inhibiert wurde. Dieser Wert entspricht ungefähr dem von Cotton
et al. (2002) veröentlichten Ki-Wert von 10 µM für die Hemmung der N-Domäne. Im Vergleich
zur humanen Enzymspezies wurde die N-Domäne durch BPPb weniger stark gehemmt.
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Abbildung 4.29: Dosis-Wirkungskurve der Inhibierung der N-Domäne des kACE durch das
Oligopeptid BPPb (n=1)
Für die Inhibierung der C-Domäne wurden Ki-Werte im unteren nanomolaren Konzentrations-
bereich erwartet. Allerdings konnte BPPb mit Konzentrationen von 2 bis 1000 nM, im Gegen-
satz zum humanen sACE, die Hydrolyse des C-domänenspezischen Substrates nicht inhibie-
ren (Abbildung 4.30). Erst bei mikromolaren Konzentrationen ≥ 2 µM konnten Inhibierungen
von > 10 % beobachtet werden. Das Oligopeptid BPPb scheint damit für das kACE keinen C-
domänenselektiven Inhibitor darzustellen.
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Abbildung 4.30: Inhibierung der C-Domäne des kACEs durch das Oligopeptid BPPb in ver-
schiedenen Konzentrationen (n=1)
Jullien et al. (2006) beschrieben in ihrer Studie, dass sich die Aminosäurereste der Substrat-
bindungstaschen, welche die Inhibitor- oder Substratbindung beeinussen, zwischen den En-
zymspezies von Ratte, Mensch und Maus leicht unterschieden. Folglich wurden für RXP407
und RXPA380 unterschiedliche Ki-Werte je nach Enzymursprung detektiert. Allerdings wie-
sen die Inhibitoren für alle drei Spezies einen N- bzw. C-domänenselektiven Charakter auf. Ein
Vergleich der Aminosäuresequenzen von Kaninchen-, Maus- und Ratten-ACE mittels Basic Lo-
cal Alignment Search Tool (BLAST) mit der humanen somatischen Variante erklärt zunächst
nicht den enormen Unterschied in der Anität zum BPPb. Das kACE besitzt die höchste Über-
einstimmung in der Primärsequenz mit der Sequenz des humanen somatischen ACEs (Tabelle
4.13) und damit sollte das kACE ein gutes Modell für die Charakterisierung des humanen ACEs
darstellen.
Die Aminosäurereste der S2’- bis S2-Bindungstaschen, welche hauptsächlich an der Substrat-
bindung in der C- und N-Domäne der Enzymspezies Ratte, Mensch und Maus beteiligt sind,
wurden in den Tabellen 4.18 und 4.17 gelistet und mit der Sequenz des kACEs verglichen.
Es konnten keine Unterschiede in den Aminosäureresten der humanen und der Kaninchen-
ACE-Spezies gefunden werden, welche laut Jullien et al. (2006) für die Bindung in die C-
Domäne verantwortlich waren. Daraus könnte abgeleitet werden, dass die Aminosäureres-
te der S2’- bis S2-Bindungstasche des kACEs nicht für die fehlende Anität des BPPbs zur
C-Domäne verantwortlich sind. Die Studien von Cotton et al. (2002) zeigten, dass die Ami-
nosäurereste in P2’- bis P1-Position von BPPb nicht maßgeblich zur C-Domänenselektivität
beitragen. Auch Masuyer et al. (2012) sahen eine Grundlage für die C-Domänenselektivität
in den zusätzlichen Wechselwirkungen von BPPb mit den Aminosäureresten der S4- bis S9-
Bindungstaschen, welche einzigartig in der C-Domäne sind. Ist dies auch für das kACE der Fall,
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Tabelle 4.17: Wichtige Aminosäurereste der S2’-, S1’-, S1- und S2-Substratbindungstasche der
C-Domäne des sACEs von Mäusen, Ratten und Menschen nach Jullien et al. (2006)
im Vergleich zur Sequenz der C-Domäne des somatischen Kaninchen-ACEs (Uni-
prot P12822). Unterschiede zur humanen Variante sind hervorgehoben.
Bindungs- Nummer Ratte Maus Kaninchen Mensch
tasche Aminosäurerest
S2 967 Phe Phe Phe Phe
979 Glu Glu Glu Glu
S1 642 Asn Asn Asn Asn
719 Glu Glu Glu Glu
1092 Ala Ala Ser Ser
1093 Asn Asn Ser Ser
1094 Val Val Val Val
S1’ 930 Ala Pro Ala Ala
S2’ 858 Thr Thr Thr Thr
952 Glu Glu Glu Glu
955 Val Val Val Val
956 Ile Ile Val Val
1029 Asp Asp Asp Asp
Tabelle 4.18: Wichtige Aminosäurereste der S2’-, S1’-, S1- und S2-Substratbindungstasche der
N-Domäne des sACEs von Mäusen, Ratten und Menschen nach Jullien et al. (2006)
im Vergleich zur Sequenz der N-Domäne des somatischen Kaninchen-ACEs (Uni-
prot P12822). Unterschiede zur humanen Variante sind hervorgehoben.
Bindungs- Nummer Ratte Maus Kaninchen Mensch
tasche Aminosäurerest
S2 369 Tyr Tyr Tyr Tyr
381 Arg Arg Arg Arg
S1 39 Ser Ser Ser Ser
119 Ser Ser Ser Ser
494 Ser Asn Ser Asn
4695 Val Val Val Val
496 Thr Thr Thr Thr
S1’ 332 Ala Ala Ala Ala
S2’ 260 Ser Ser Ser Ser
354 Asp Glu Asp Asp
357 Ser Ala Ser Ser
358 Thr Thr Thr Thr
431 Glu Glu Glu Glu
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so könnte angenommen werden, dass der Unterschied zur humanen Variante in den Amino-
säureresten der S4- bis S7-Bindungstaschen der C-Domäne liegen muss.
Für Inhibitoren, welche nur mit den S2’- bis S2-Bindungstaschen wechselwirken, könnte pos-
tuliert werden, das die C-Domäne des kACEs eine vergleichbare Anität wie die humane
Variante zum Hemmsto aufweisen sollte; vergleichbar mit der N- bzw. C-domänenselektiven
Wirkung von RXP407 und RXPA380 auf die drei Spezies Maus, Ratte und Mensch. Aufgrund
der identischen Aminosäurereste in den Substratbindungstaschen S2’ und S1’ wurde angenom-
men, dass die tryptophanhaltigen Dipeptide, eine ähnliche C-domänenselektive Hemmung im
Versuch mit kACE aufweisen wie zum humanen Enzym.
Einfluss von IW und VW auf die Domänen des humanen ACE
Die deutliche C-Domänenselektivität der bioaktiven Peptide aus den Voruntersuchungen be-
stätigte sich durch die Bestimmung der IC50-Werte und der daraus resultierenden Ki-Werte.
Für das Peptid IW wurde ein Selektivitätsfaktor von 37 für die Hemmung der C-Domäne be-
rechnet (Tabelle 4.16). Dieser ist vergleichbar mit dem Selektivitätsfaktor für das synthetische
Tripeptidanalogon Keto-ACE (kAP) von 40 (Watermeyer et al., 2008), welches als moderater
C-Domäneninhibitor eingestuft wurde. Das Oligopeptid BPPb ist mit einem Selektivitätsfak-
tor > 500 zwar ein deutlich besserer C-domänenselektiver Hemmer in vitro; allerdings ist er
von untergeordneter Bedeutung in Bezug auf eine Wirkung in vivo aufgrund seiner gerin-
gen oralen Bioverfügbarkeit (Cotton et al., 2002). Kurzkettige, hydrophobe Peptide wie IW
oder VW sollten im Vergleich zu dem Oligopeptid stabiler gegenüber einer gastrointestinalen
Verdauung sein und könnten dadurch den Blutkreislauf in intakter Form erreichen (Rouk
et al., 2006). Aus den Ki-Werten lässt sich für das Dipeptid VW ein höherer Selektivitätsfaktor
von 72 berechnen. Dies macht deutlich, dass nur kleine Änderungen in der Peptidstruktur zu
einem erheblichen Unterschied in der Domänenselektivität führen können. Die Ki-Werte ver-
deutlichen, dass die Hemmung der C-Domäne von IW und VW vergleichbar ist, aber sich der
Ki-Wert für die N-Domäne um den Faktor 2,5 für VW erhöht. Ähnlich wie für LisW beruht die
hohe Selektivität auf der niedrigen Anität zur N-Domäne.
Mit Hilfe von Molecular Modelling Analysen leiteten Khan et al. (2012) eine mögliche Bin-
dung von IW in das aktive Zentrum von tACE ab. Anders als die Inhibitoren RXPA380 und
LisW bindet IW mit seinem Tryptophanrest in die S1’- und mit dem Isoleucinrest in die S2’-
Tasche. Khan et al. (2012) demonstrierten anhand weiterer Dipeptide, dass aromatische und
hydrophobe Aminosäurereste bevorzugt in die S1’-Tasche binden können. Die Dipeptide WV
und WL binden beispielsweise mit ihrem N-terminalen Tryptophanrest in die S1’-Tasche. Die
Dockingstudie für IW widerspricht allerdings der Überlegung, dass der sperrige C-terminale
Tryptophanrest vor allem mit der S2’-Tasche der C-Domäne starke Wechselwirkungen ein-
geht. Die mögliche Bindung eines tryptophanhaltigen Dipeptids richtet sich vermutlich auch
nach dessen zweiten Aminosäurerest. So konnte für das Peptid LW gezeigt werden, dass es be-
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vorzugt mit dem Leucinrest in die S1’- und mit dem Tryptophanrest in die S2’-Tasche bindet.
Wenn diese Positionierung auch für VW zutrit, könnte darin der Unterschied in der Selektivi-
tät von VW und IW begründet sein. Würde IW auch in der N-Domäne mit seinem Isoleucinrest
in die S2’-Tasche binden, dann könnte das die höhere Anität zur N-Domäne erklären, da ein
Tryptophanrest im Vergleich zu einem Isoleucinrest schlechter mit der S2’-Tasche wechselwir-
ken würde. Gleichzeitig akzeptiert die S1’-Tasche auch größere Aminosäurereste und gilt als
weniger determinierend für die Domänenselektivität (Tabelle 2.9). Damit wäre die Selektivität
von IW aufgrund der besseren Bindung an die N-Domäne reduziert.
Einfluss von IW und VW auf die Domänen des kACEs
Analog den Ergebnissen mit der humanen Enzymspezies war eine höhere Anität von IW
zur C-Domäne des kACEs zu beobachten (Tabelle 4.19).
Tabelle 4.19: Zusammenfassung der Ki-Werte und Selektivitätsfaktoren für die Hemmung der
C- und N-Domäne des kACE durch natürliche und synthetische ACE-Inhibitoren
(MW±Stabw; n=3; BPPb n=1)
Inhibitor Ki-Wert (µM) Selektivitätsfaktor
C-Domäne N-Domäne Ki(N)/Ki(C)
IW 0,7±0,3 36,5±7,8 52
IPP 3,6±0,8 2,1±0,4 0,6
BPPb > 1 und < 100 19,1 n.d.
Lisinopril (0,09±0,01) 10-3 (0,6±0,2) 10-3 7
Dessen ungeachtet, liegen die Ki-Werte für beide Domänen um den Faktor 2 unter denen des
Plasma-ACEs (Tabelle 4.16). Der Selektivitätsfaktor beträgt 52 und ist damit etwas größer, aber
im selben Größenbereich wie von der humanen Enzymspezies. Der Vergleich des IC50-Wertes
von 0,7 µM für IW bei Verwendung des Substrats HHL mit dem IC50-Wert für die C-Domäne
von 1,4 µM und dem IC50-Wert für die N-Domäne von 73 µM bestärkt die These, dass HHL bei
hoher Chloridkonzentration stärker von der C-Domäne des ACEs umgesetzt wird. Wie aus Ta-
belle 4.18 erkennbar, besitzen kACE und humanes ACE identische Aminosäurereste in den S1’-
und S2’-Bindungstaschen. In der C-Domäne des kACEs sind ebenfalls zwei hydrophobe Valin-
reste in Position 955/956, welche vermutlich für die hydrophoben Wechselwirkungen mit dem
Tryptophan- bzw. dem Isoleucinrest (Khan et al., 2012) in der S2’-Bindungstasche verantwort-
lich sind und die starke Anität zur C-Domäne erklären. Im Gegensatz dazu könnten sich die
zwei polaren Aminosäurereste S357/T358 der N-Domäne, wie im humanen ACE, negativ auf
die Bindung einer hydrophoben Aminosäure auswirken und den hohen Ki-Wert erklären. Die
Unterschiede in den Ki-Werten zwischen den Spezies erklärt dies folglich nicht. Beim Struktur-
vergleich der N-Domäne von kACE mit dem humanen ACE fällt auf, dass der Aminosäurerest
N494 gegen S494 ausgetauscht ist. Der Asparaginrest N494 in der N-Domäne des humanen
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ACEs ist eine potentielle N-Glycosylierungsstelle und besitzt einen maßgeblichen Einuss auf
die Enzymaktivität (Jullien et al., 2006). Ein Austausch des Asparaginrestes gegen einen Serin-
rest führt dazu, dass keine oder nur eine O-Glycosylierung stattnden kann. Dies beeinusst
in jedem Fall signikant die Aktivität der N-Domäne und könnte den Unterschied im Ki-Wert
der N-Domäne erklären. Die Spaltung von IW durch Plasmapeptidasen kann trotz des kon-
tinuierlichen Messsystems nicht gänzlich ausgeschlossen werden und könnte zusätzlich für
einen größeren Ki-Wert verantwortlich sein. Dieser Peptidabbau sollte sich insbesondere bei
den geringen Einsatzmengen von IW bei der Inhibierung der C-Domäne auswirken.
Mögliche Einüsse von Tryptophan, endogenen Ursprungs (Plasma) oder freigesetzt durch
den enzymatischen Abbau von IW, auf die Inhibierung der ACE-Domänen werden im nach-
folgenden Kapitel untersucht.
Einfluss von Tryptophan auf die Hemmung von IW
Durch die im Plasma enthaltenen Peptidasen können die Dipeptide in ihre Aminosäuren ge-
spalten werden. Deshalb wurde anhand von IW getestet, ob die Aminosäure Tryptophan al-
lein oder in Kombination mit IW einen Einuss auf die Aktivität des Plasma-ACEs ausübt.
Bei der heterotropen Kooperativität binden niedermolekulare Liganden außerhalb des akti-
ven Zentrums und bewirken eine Konformationsänderung des Enzyms, welche die Anität
des aktiven Zentrums für Substrate oder andere Liganden reguliert. Diese Moleküle werden
als allosterische Aktivatoren bezeichnet, wenn sie die Anität des Enzyms gegenüber dem
Liganden erhöhen, oder als allosterische Repressoren, wenn sie diese erniedrigen (Copeland,
2013).
Für die Untersuchungen wurde Tryptophan in sehr hohen Konzentrationen von 50 bis 1000 µM
eingesetzt, um einen möglichen Eekt zu detektieren (Abbildung 4.31).
Die Ergebnisse in Abbildung 4.31 machen deutlich, dass Tryptophan allein kaum einen Ein-
uss auf die Aktivität der Domänen besaß. Selbst eine Konzentration von 1 mM Tryptophan
zeigte lediglich eine vernachlässigbare Inhibierungen der N-Domäne. In Kombination mit IW
zeigte Tryptophan weder eine synergistische noch eine repressive Wirkung (Abbildung 4.32).
Das beweist einerseits, dass das intakte Dipeptid und nicht seine Abbauprodukte für die Hem-
mung in vitro verantwortlich war und andererseits, dass der endogene Tryptophangehalt die
ACE-Hemmung nicht beeinusste. Ein ähnliches Verhalten wurde für andere tryptophanhal-
tige Peptide angenommen.
Einfluss von IPP und VPP auf die Domänen des humanen ACEs
Die Lactotripeptide IPP und VPP sind in der Literatur als potente natürliche Inhibitoren für
das somatische ACE beschrieben und wurden deshalb vergleichend zu den tryptophanhalti-
gen Peptiden getestet. Die Dosis-Wirkungskurven für die Hemmung der C- und N-Domäne
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Abbildung 4.32: Inhibierung der humanen C- (grau) und N-Domäne (weiß) des Plasma-ACE
durch IW in An (gestreift)- und Abwesenheit (nicht-gestreift) von Tryptophan
(n=1)
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durch das Tripeptid IPP sind in Abbildung 4.27 dargestellt. Aus diesen konnten Ki-Werte von
1,6 µM für die N-Domäne und 4,3 µM für die C-Domäne des Plasma-ACEs berechnet werden.
IPP weist somit, im Gegensatz zu den tryptophanhaltigen Peptiden, eine etwas höhere A-
nität für die N-Domäne auf (Selektivitätsfaktor 3 für die N-Domäne, Tabelle 4.16). Ähnlich
den Studien von Watermeyer et al. (2008) resultiert auch hier ein C-terminaler Prolinrest in
einer potenten aber unselektiven Inhibierung. Dies beweist zusätzlich, dass die C-terminale
Aminosäuresequenz∼IPP des BPPbs nicht für die C-Domänenselektivität verantwortlich sein
kann. Ebenso wie für IPP kann auch für VPP eine größere Anität zur N-Domäne beobachtet
werden (Abbildung 4.33). Der Ki-Wert für die N-Domäne kann zu 5 µM und für die C-Domäne
zu 25 µM abgeschätzt werden.
Ein Vergleich der Inhibierung bei einer Konzentration von 10 µM zeigte, dass IPP sowohl die C-
(75 %) als auch die N-Domäne (53 %) stärker inhibierte als VPP mit 65 % bzw. 22 % Inhibierung.
Dies korrespondiert mit den IC50-Werten für IPP und VPP von 5 bzw. 9 µM von Nakamura et al.
(2011). Es kann geschlussfolgert werden, dass ein Isoleucinrest in P1-Position die Anität zur
C- und N-Domäne erhöht.
Die unterschiedliche Selektivität zwischen den tryptophanhaltigen Dipeptiden und den Lac-
totripeptiden IPP und VPP könnte zu verschiedenen physiologischen Wirkungen nach oraler
Applikation in vivo führen. Während IPP und VPP den Abbau von Bradykinin und Angiotensin
I durch eine unselektive Inhibierung senken, würden VW und IW hauptsächlich den Angio-
tensin I-Metabolismus hemmen. Folglich könnten IW und VW theoretisch den Blutdruck mit
verringerten Nebenwirkungen, aufgrund des unveränderten Bradykininspiegels reduzieren.
















Abbildung 4.33: Inhibierung der humanen C- (grau) und N-Domäne (weiß) des Plasma-ACE
durch verschiedene VPP-Konzentrationen (n=3, MW±Stabw)
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Einfluss von IPP und VPP auf die Domänen des kACE
Die ermittelten Ki-Werte für die Hemmung des kACEs durch IPP stimmen ungefähr mit den
Werten des humanen ACEs überein (Tabelle 4.16 und 4.19). Auch für diese Enzymspezies
hemmt IPP bevorzugt die N-Domäne des ACEs mit einem Selektivitätsfaktor Ki(N)/Ki(C) von
2. Aufgrund der Ergebnisse kann postuliert werden, dass kACE als Modellenzym für orientie-
rende Untersuchungen zum Einuss peptidischer Inhibitoren (mit zwei bis drei Aminosäuren)
auf die Aktivität der ACE-Domänen verwendet werden kann. Der Einsatz einer gereinigten
Enzymquelle bietet deutliche Vorteile, allerdings sind die Ergebnisse von kACE nicht direkt
auf die humane Spezies übertragbar.
Einfluss von Lisinopril auf die Domänen des humanen und kACEs
Für den synthetischen Inhibitor Lisinopril wurde eine 10-fach bzw. 7-fach bevorzugte Hem-
mung der C-Domäne im Vergleich zur N-Domäne für Plasma-ACE (Tabelle 4.16) bzw. kACE
(Tabelle 4.19) beobachtet. Die ermittelten Ki-Werte für die N-Domäne und für die C-Domäne
für Lisinopril sind deutlich niedriger im Vergleich zu den bioaktiven Peptiden. Diese stimmen
gut mit den Literatur überein, in der Lisinopril ebenfalls als schwacher C-domänenspezischer
Inhibitor beschrieben wird. Der von Wei et al. (1992) bestimmte Selektivitätsfaktor Ki(N)/Ki(C)
variierte je nach Chloridkonzentration zwischen 2 und 20. Auch Michaud et al. (1997) gaben
einen Ki-Wert von 6,6 nM für die Inhibierung der N-Domäne und einen Ki-Wert von 0,3 nM
für die Hemmung der C-Domäne eines rekombinanten ACEs an, was einem Selektivitätsfaktor
von ca. 20 zu Gunsten der C-Domäne entsprach.
Watermeyer et al. (2008) postulierten, dass der Phenylrest in P1-Position für die schwache C-
Domänenhemmung verantwortlich sein könnte, da auch Acharya et al. (2003) zeigen konnten,
dass ein sperriger Aminosäurerest in dieser Position zu einer C-Domänenselektivität beiträgt.
Corradi et al. (2006) fanden anhand der Kristallstruktur der Domänen einen anderen Ansatz,
warum Lisinopril präferiert die C-Domäne inhibieren könnte: Der Glutaminsäurerest E162 in
der S1’-Tasche der C-Domäne interagiert mit der Lysin-Seitenkette von Lisinopril. Diese ist in
der N-Domäne durch den Asparaginrest D140 ersetzt (Abbildung 4.34). Dieser zeigte jedoch
keine Wechselwirkungen mit dem Lysinrest. Dies liegt zum Teil an der kürzeren Seitenkette
des Aminosäurerestes aber auch an der leichten Verschiebung des α-Helixrückrades an die-
ser Stelle. Weiterhin geht der Asparaginrest D377 in der C-Domäne Wechselwirkung mit der
Lysyl-Gruppe ein. Diese Wechselwirkungen fehlen in der N-Domäne, da hier der Aminosäu-
rerest D377 durch den Glutaminrest Q355 ersetzt ist. Die schwache C-Domänenpräferenz von
Lisinopril bestätigt damit einerseits den eher unselektiven Charakter des Inhibitors und be-
stätigt andererseits die Funktionsfähigkeit des Testsystems.
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Abbildung 4.34: Alignment der aktiven Zentren der C-(pink) und N-Domäne (türkis) mit dem
gebundenen Zink- (grün) und Chloridion (rot) des humanen ACE. Gleichar-
tige bzw. abweichende Aminosäurereste für die Bindung des Inhibitors Lisi-
nopril sind in grau bzw. türkis oder pink dargestellt (Abbildung aus Corradi
et al. (2006))
4.2.9 Bestätigung der Domänenselektivität von IW, VW und IPP
Zur Bestätigung der Domänenselektivität der bioaktiven Peptide wurde ein Test entwickelt,
bei dem die C-Domäne durch den Inhibitor BPPb selektiv gehemmt wird, um den Einuss der
Peptide auf die aktive N-Domäne zu studieren.
Unter Berücksichtigung der Dosis-Wirkungskurven wurde die Konzentration von BPPb so
gewählt, dass die C-Domäne vollständig gehemmt ist, während die N-Domäne kaum beein-
usst ist (c=150 nM). Um den C-domänenselektiven Charakter von IW und VW zu verizieren,
wurden die Peptide bei einer Konzentration von c=10 µM eingesetzt, bei der eine möglichst
große Dierenz in der Hemmungen der Domänen besteht. Zur Bestätigung der schwach N-
domänenselektiven Hemmung wurde IPP ebenfalls bei einer Konzentration von 10 µM getes-
tet. Der Einuss von IW (bzw. VW) und BPP allein und in Kombination auf die Domänen- und
Gesamtaktivität des humanen Plasma-ACEs sind in Abbildung 4.35 (bzw. 4.36) gezeigt.
Bei einer Konzentration von 10 µM gehen IW und VW vor allem Wechselwirkungen mit dem
aktiven Zentrum der C-Domäne ein und besitzen daher nur geringen Einuss auf die Akti-
vität der N-Domäne. Die Gesamtaktivität des sACEs ist bei Anwesenheit von IW bzw. VW
um ca. 50 % gehemmt. BPPb allein zeigt ebenfalls eine geringe Hemmung der N-Domäne und
eine starke Inhibierung der C-Domäne (ca. 95 %). Die tryptophanhaltigen Peptide sollten in
Kombination mit BPPb vor allem um das aktive Zentrum der C-Domäne konkurrieren; vor-
ausgesetzt die Peptide sind kompetitive C-domänenselektive Inhibitoren. Die C-Domäne wird
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Abbildung 4.35: Einuss von IW (c=10 µM) und BPPb (c=150 nM) allein oder in Kombination
auf die C-(weiß) und N-Domänenaktivität (grau, gestreift) und auf die Ge-
















Abbildung 4.36: Einuss von VW (c=10 µM) und BPPb (c=150 nM) allein oder in Kombination
auf die C-(weiß) und N-Domänenaktivität (grau, gestreift) und auf die Ge-
















Abbildung 4.37: Einuss von IPP (c=10 µM) und BPPb (c=150 nM) allein oder in Kombination
auf die C-(weiß) und N-Domänenaktivität (grau, gestreift) und auf die Ge-
samtaktivität (schwarz) von humanem Plasma-ACE (n=3, MW±Stabw)
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in Gegenwart von IW (bzw. VW) und BPPb zu ca. 100 % inhibiert. Die kombinierte Zugabe von
IW (bzw. VW) und BPPb resultierte in keiner Erhöhung der Hemmung der N-Domäne. Dies
bestätigte die geringe Anität der N-Domäne zu den Peptiden IW und VW. Zusätzlich blieb
die Gesamtaktivität von sACE mit BPPb allein oder im Gemisch mit IW bzw. VW unbeeinusst
(Abbildung 4.35 und 4.36).
Neben den tryptophanhaltigen Dipeptiden wurde auch IPP auf seine schwache N-Domänen-
selektivität getestet. Bei 10 µM IPP im Testsystem war die Wirkung auf die Gesamtenzymakti-
vität des sACEs mit der von VW vergleichbar (VW: 46 %, IPP: 54 % Inhibierung). Im Gegensatz
zu VW besitzt das Tripeptid IPP allerdings einen deutlich höheren Einuss auf die Aktivität der
N-Domäne (Abbildung 4.37). IPP bindet deshalb in Anwesenheit von BPPb bevorzugt an die N-
Domäne, was in einer höheren Hemmung der N-Domäne, im Vergleich zur Messung von BPPb
allein, resultiert. Der N-domänenselektive Charakter des IPPs war ebenso für die Erhöhung der
Gesamthemmung des Enzyms in Kombination mit BPPb im Vergleich zu BPPb allein (BPPb:
51 %, BPPb+IPP: 77 %) verantwortlich. Diese Ergebnisse unterstützen die These 2 und unter-
streichen die Bedeutung der tryptophanhaltigen Peptide als natürliche C-domänenselektive
Inhibitoren.
4.2.10 Zusammenfassung
Die Ergebnisse der Studien zeigen erstmalig, dass tryptophanhaltige Dipeptide wie IW, AW
oder VW, die durch enzymatische Hydrolyse aus Proteinquellen wie α-Lactalbumin, Lysozym
(Kapitel 4.1) oder Rapsprotein (Marczak et al., 2003) freigesetzt werden können, natürliche C-
domänenselektive Inhibitoren darstellen. Anhand von Struktur-Wirkungsstudien konnten Di-
peptide mit einem aliphatischen N-terminalen Aminosäurerest und einem C-terminalen Tryp-
tophanrest als bevorzugte Strukturen für eine potente selektive Inhibierung der C-Domäne
des humanen sACEs und des kACEs identiziert werden. Davon zeichneten sich IW und VW,
mit Selektivitätsfaktoren von ca. 40 bzw. 70 für die Hemmung der C-Domäne des humanen sA-
CEs, als die eektivsten Dipeptide aus. Gleichzeitig wird durch diese Studien deutlich, dass die
bekannten natürlichen ACE-Inhibitoren IPP und VPP, eine unselektive Wirkung auf die ACE-
Domänen in vitro besitzen. Die unterschiedliche Selektivität zwischen den tryptophanhaltigen
Dipeptiden und den Lactotripeptiden IPP und VPP könnte zu verschiedenen physiologischen
Wirkungen nach oraler Applikation in vivo führen. Theoretisch sollten die tryptophanhalti-
gen Peptide VW und IW hauptsächlich den Angiotensin I-Metabolismus hemmen, während
Bradykinin weiterhin durch die N-Domäne hydrolysiert werden könnte. Folglich wäre eine
Blutdrucksenkung mit verringerten Nebenwirkungen, aufgrund des unveränderten Bradykin-
inspiegels, denkbar. Die tatsächliche Wirkung in vivo muss noch bewiesen werden. Tierstudien
konnten bereits zeigen, dass VW eine signikante blutdrucksenkende Wirkung von -10 mmHg
auf spontan hypertensive Ratten nach oraler Verabreichung 7,5 mg VW/kg Körpergewicht be-
sitzt (Marczak et al., 2003).
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4.3 Charakterisierung der ACE-Hemmung durch
tryptophanhaltige Dipeptide
Die Bestimmung der IC50-Werte diente als erste Evaluierung der relativen Anität der In-
hibitoren zum sACE. Zur genaueren Untersuchung der Hemmwirkung der Inhibitoren wurde
geklärt, ob die Peptide als echte Inhibitoren fungieren, ihre Inhibierung reversibel, langsam re-
versibel oder irreversibel verläuft und welcher Hemmmechanismus für die einzelnen Peptide
vorliegt. Die Ergebnisse aus Kapitel 4.2 zeigen, dass Kaninchenlungen-ACE als Modellenzym
für grundlegende Versuche der Inhibierung von Di- und Tripeptiden fungieren kann. Deshalb
wird für die Klassikation und die Erfassung spezieller Bindungskinetiken diese isolierte und
gereinigte Enzymquelle genutzt.
4.3.1 Klassifizierung des Inhibitortyps
Fujita et al. (2000) klassizierten drei verschiedene Gruppen von Peptiden mit ACE-hemmen-
der Wirkung nach vorangegangener Inkubation mit ACE. Die Klasse der echten Inhibitoren
wird vom Enzym nicht gespalten und weist nach Inkubation mit ACE keine Änderung des
IC50-Wertes auf. Die Prodrug-Peptide werden dagegen erst durch das ACE in die wirksame
Form gespalten und zeigen nach Inkubation mit ACE einen niedrigeren IC50-Wert. Peptide
des Substrat-Typs sind formal keine Inhibitoren, sondern konkurrierende Substrate und zei-
gen nach ACE-Spaltung nur geringe bis keine ACE-hemmende Aktivität. Zur Untersuchung,
ob tryptophanhaltige Dipeptide als echte Inhibitoren fungieren, wurden die Peptide mit und
ohne kACE für 2,5 Stunden inkubiert. Es wurden Vertreter mit einem N-terminalen (WL, WY)
und C-terminalen Tryptophanrest (IW, AW), sowie das Dipeptid WW untersucht. In Abbil-
dung 4.38 sind exemplarisch die RP-HPLC-Fluoreszenz-Chromatogramme der Inkubation von
IW mit und ohne kACE, sowie eines Tryptophanstandards dargestellt. Das Dipeptid fungierte
nicht als Substrat, da einerseits kein Tryptophan als Abbauprodukt in den inkubierten Proben
detektierbar war und sich die Peptidkonzentration während der Inkubation mit dem Enzym
nicht veränderte. Bei den Untersuchungen mit den Peptiden AW, WL, WY und WW konnte
ebenfalls keine Tryptophanabspaltung durch das ACE detektiert werden. Aus diesen Ergeb-
nissen lässt sich ableiten, dass die angeführten tryptophanhaltigen Dipeptide in Anlehnung an
die Klassizierung von Fujita et al. (2000) als echte Inhibitoren fungieren und zum Inhibitor-Typ
gezählt werden können. Die Ergebnisse bestätigen die Tatsache, dass ACE nicht in der Lage
ist, Dipeptide zu spalten. Von allen weiteren tryptophanhaltigen Dipeptiden wird aufgrund
ihrer strukturellen Ähnlichkeit ein analoges Verhalten vorausgesetzt und aus diesem Grund
auf eine weitere Überprüfung verzichtet.
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Abbildung 4.38: RP-HPLC-Chromatogramm mit Fluoreszenzdetektion (λex=280 nm,
λem=355 nm) des Dipeptids IW vor (hellgrau) und nach Inkubation für
2,5 Stunden mit kACE (grau) im Vergleich zu einem Tryptophanstandard
(c=25 µM, grau, gepunktet)
4.3.2 Untersuchung der tight binding-Kinetik
Die Enzymhemmung unterteilt sich abhängig von der Bindung des Inhibitors im Enzym in
reversible und irreversible Hemmung. Bei reversiblen Inhibitoren wird in der Regel angenom-
men, dass die Konzentration des freien Inhibitors ungefähr der Konzentration des zugesetz-
ten Inhibitors entspricht, weil die Konzentration des Enzym-Inhibitor (EI)-Komplexes sehr
viel kleiner im Vergleich zum freien Inhibitor ist (Copeland, 2000). Diese Annahme trit je-
doch nicht für alle Inhibitoren zu. Einige Inhibitoren binden an ihr Zielenzym mit derart ho-
her Anität, dass die Anzahl der freien Inhibitormoleküle signikant durch die Bildung des
EI-Komplexes reduziert ist. Für diese sehr starke Inhibitorbindung gilt dann die allgemeine
Gleichgewichtsannahme (steady state) nicht mehr (Waley, 1993).
Ein guter Hinweis auf diese spezielle Bindungskinetik ist ein IC50-Wert im Bereich der einge-
setzten Enzymkonzentration im Testsystem. Es wird empfohlen auf diese langsam reversible
(tight binding) Bindungskinetik zu untersuchen, wenn der Ki-Wert eines Inhibitors weniger
als 1000-fach der eingesetzten Enzymkonzentration entspricht (Copeland, 2000). Da das kACE
eine relativ hohe Anität zum Dipeptid IW aufwies (Ki-Wert ca. 200 nM, c(kACE) ca. 5 nM;
Annahme kompetitive Hemmung), wurde folgende Arbeitsthese aufgestellt:
Arbeitsthese 3:
Das Dipeptid IW weist eine langsam reversible (tight binding) Bindungskinetik bei
der Inhibierung des ACEs auf.
Experimentell lässt sich diese Eigenschaft eines Inhibitors durch die Wiederherstellung der En-
zymaktivität nach einer schnellen und starken Verdünnung des EI-Komplexes erfassen. Dafür
wird das Enzym mit einer Inhibitorkonzentration von 10x des IC50-Wertes bis zur Gleichge-
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wichtseinstellung inkubiert. Anschließend wird die Reaktionsmischung 1:100 mit der Sub-
stratlösung verdünnt, um die Reaktion zu starten. Abbildung 4.39 zeigt den theoretischen Re-
aktionsverlauf von schnell reversiblen, langsam reversiblen und irreversiblen Inhibitoren nach
schneller Verdünnung des EI-Komplexes (Copeland, 2000).








































Abbildung 4.39: Typischer Verlauf einer Enzymreaktion ohne Inhibitor (a) und in Gegenwart
von schnell reversiblen (b), langsam reversiblen (c) und irreversiblen (d) In-
hibitoren nach starker Verdünnung des Enzym-Inhibitor-Komplexes (modi-
zierte Abbildung aus Copeland (2000))
Die Kurve (a) repräsentiert die Probe, die ohne Inhibitor vorinkubiert wurde. Im Falle einer
klassischen, schnell reversiblen Hemmung (b) wird die Reaktion linear mit 91 % der Umsatz-
geschwindigkeit der Kontrolle (a) ablaufen, da zum Startpunkt der enzymatischen Reaktion
eine Inhibitorkonzentration von 0,1x IC50-Wert vorliegt, was bei einem idealen Verlauf einer
Dosis-Wirkungs-Kurve einer 9%igen Hemmung entspricht. Bei einem irreversiblen Inhibitor
(d) hat die Verdünnung keinen Eekt auf die Inhibierung. Die enzymatische Reaktion wird
im Vergleich zur Kontrolle um 91 % gehemmt ablaufen. Langsam reversible (tight binding) In-
hibitoren stellen gewissermaßen eine Mischung der Mechanismen (b) und (d) dar. Durch die
langsame Dissoziationskinetik des Inhibitors läuft die enzymatische Reaktion anfänglich noch
stark verlangsamt ab. Mit zunehmender Dissoziation des EI-Komplexes steigt die enzymati-
sche Aktivität an, bis sie linear bei 91 % der Reaktionsgeschwindigkeit der Kontrolle verläuft.
Ausgehend von dem beschriebenen Testsystem von Copeland (2013) wurde zur Beurteilung ei-
ner möglichen langsam reversiblen Bindungskinetik von IW ein ACE-Test unter Verwendung
des Substrats HHL und kACE etabliert (siehe Kapitel 3.4.4). Zur Validierung der Funktionsfä-
higkeit der Methode wurde als Positivkontrolle der ACE-Inhibitor Captopril verwendet. Dieser
ist in der Literatur als tight binding-Inhibitor für das sACE beschrieben (Catravas et al., 1990).
Die Ergebnisse der Versuche sind in Abbildung 4.40 illustriert.
Es ist erkennbar, dass sowohl die Kontrolle (a) als auch die Probe mit IW (b) eine schein-
bar lineare Produktbildung über die gesamte Reaktionszeit aufweisen (Abbildung 4.40, links).
Die Datenpunkte der Produktbildung über die Zeit wurden an Polynomfunktionen 2. Gra-
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Abbildung 4.40: Untersuchung der Reversibilität der ACE-Inhibierung durch das bioaktive
Peptid IW und den synthetischen Inhibitor Captopril
Links: Verlauf der enzymatischen Reaktion von kACE in Ab-(a) und Anwe-
senheit der Inhibitoren IW (b) und Captopril (c) über die Zeit
Rechts: Verhältnis der Reaktionsgeschwindigkeiten in Anwesenheit der Inhi-
bitoren IW (b) und Captopril (c) (vInh) zur Kontrolle ohne Inhibitor (vK)
des fK(Reaktion ohne Inhibitor) und fInh(Reaktion in Anwesenheit eines Inhibitors) angepasst.
Die erste Ableitung der Funktionen fK und fInh gibt die Reaktionsgeschwindigkeit zu jedem
Zeitpunk t an. Der Quotient der ersten Ableitungen f’Inh(t)/f’K(t) gibt somit das Verhältnis der
Reaktionsgeschwindigkeiten (vInh/vK) bzw. die Restaktivität des Enzyms an.
Die Enzymaktivität in Anwesenheit des Peptids IW betrug über die gesamte Reaktionszeit ca.
96 % bis 105 % der Kontrolle (Abbildung 4.40, rechts). Dies entspricht in etwa der theoretischen
Inhibierung von 91 % bei c=0,1x IC50 nach Verdünnung durch das Substrat. Das Verhältnis der
Reaktionsgeschwindigkeit blieb über den beobachteten Reaktionsverlauf relativ konstant. Dies
bedeutet, dass der Inhibitor IW aufgrund der starken Verdünnung mit dem Substrat schnell
aus dem aktiven Zentrum verdrängt wird, der EI-Komplex dissoziiert und sich schnell ein neu-
es Gleichgewicht zwischen dem freien Inhibitor und dem gebunden Inhibitor im EI-Komplex
ausbildet. Somit lässt sich für IW ein schnell reversibles Hemmverhalten beobachten. Die auf-
gestellte Arbeitsthese 3 kann damit nicht bestätigt werden.
Im Gegensatz dazu weist Captopril keinen linearen Reaktionsverlauf über die Reaktionszeit
auf (Abbildung 4.40, links). Die Enzymaktivität nimmt mit der Inkubationszeit zu, was an dem
Verhältnis der Reaktionsgeschwindigkeiten in An- und Abwesenheit des Inhibitors erkennbar
ist (Abbildung 4.40, rechts). Zum Zeitpunkt t=2 min betrug die Aktivität ca. 50 % der Kontrolle,
was eher einer Inhibierung bei 10x IC50 entspricht. Zum Zeitpunkt t=2 min lag der Inhibi-
tor somit nicht nur frei sondern hauptsächlich gebunden im EI-Komplex vor. Dies bestätigt
die langsame Dissoziation des Inhibitors aus dem aktiven Zentrum und erklärt die niedrige
Anfangsgeschwindigkeit. Die Beobachtungen entsprechen dem Verhalten eines langsam re-
versiblen Inhibitors, wie es für Captopril beschrieben ist. Dies bedeutet gleichzeitig, dass eine
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ACE-Aktivitätsmessung in vitro und in vivo in Anwesenheit von Captopril erschwert ist, da
der Inhibitor im aktiven Zentrum längere Zeit (Dissoziationshalbwertszeit für Captopril ca.
30 min) verweilt (Copeland, 2013). Eine hohe Substratkonzentration in Kombination mit einer
möglichst niedrigen Enzymmenge kann die tight binding-Charakteristik allerdings gering hal-
ten. Auch in der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Deze (2012) konnte ausgehend vom
Testsystem 3.6 unter Verwendung eines rekombinant humanen sACEs und des natürlichen
Substrates Angiotensin I die schnell reversible Bindungskinetik für IW bestätigt werden.
4.3.3 Untersuchung der slow binding-Kinetik
Die tryptophanhaltigen Dipeptide wurden zudem hinsichtlich einer langsamen Bindungski-
netik ins ACE untersucht. Prof. John Morrision prägte den Begri „slow binding“, um zeitab-
hängige reversible Inhibierungen zu beschreiben (Morrison, 1982). Eine slow binding-Kinetik
ist durch eine Änderung der Inhibierung über die Zeit bei einer festen Inhibitorkonzentration
gekennzeichnet, da sich das Gleichgewicht zwischen freiem und enzymgebundenem Inhibitor
nur langsam einstellt (Copeland, 2013). Die Abbildung 4.41 illustriert den typischen Reakti-
onsverlauf eines slow binding-Inhibitors bei simultaner Zugabe von Substrat und Hemmsto
zum Enzym.













Abbildung 4.41: Typischer Verlauf einer enzymatischen Reaktion in Gegenwart eines langsam
bindenden Inhibitors. Die initiale (vi) und die steady state-Geschwindigkeit
(vs) werden über die Anstiege in der frühen bzw. späten Phase der Reaktion
deniert (modizierte Abbildung aus Copeland (2013))
Im Reaktionsverlauf spiegeln sich zwei Reaktionsgeschwindigkeiten wieder. Im frühen Ver-
lauf der Reaktion wird die Geschwindigkeit vor dem Erreichen des Enzym-Inhibitor-Gleich-
gewichtes als initiale Reaktionsgeschwindigkeit vi deniert. Dabei kann die initiale Reakti-
onsgeschwindigkeit auch identisch mit der nicht-inhibierten Reaktionsgeschwindigkeit sein.
Nach Gleichgewichtseinstellung zwischen Inhibitor und Enzym stellt sich die steady state-
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Reaktionsgeschwindigkeit vs ein. Sie ist deutlich niedriger als die initiale Reaktionsgeschwin-
digkeit. Ein möglicher Grund für eine langsame Bindung des Inhibitors kann ein sehr fest
gebundenes Wassermolekül im aktiven Zentrum darstellen, welches durch den Inhibitor nur
langsam verdrängt wird.
Zur Beurteilung einer slow binding-Kinetik wurde das Testsystem aus Kapitel 3.5 unter Ver-
wendung von kACE und der Substrate Abz-LFK(Dnp)-OH und Abz-SDK(Dnp)p-OH, welche
die Aktivität der C- bzw. der N-Domänenaktivität des ACEs wiedergeben, verwendet. Das
Messsystem ermöglicht eine kontinuierliche Erfassung der Produktbildung über die Zeit. Zur
Absicherung der Funktionsfähigkeit der Methode wurde als Positivkontrolle der ACE-Inhibi-
tor Lisinopril untersucht. Dieser ist in der Literatur als Inhibitor mit einer slow binding-Kinetik
beschrieben (Bull et al., 1985).
Die Abbildung 4.42 zeigt den zeitlichen Verlauf der Produktbildung nach Hydrolyse von Abz-
LFK(Dnp)-OH durch kACE in An- und Abwesenheit des Inhibitors Lisinopril.

















































Abbildung 4.42: Untersuchung zur langsamen Bindungskinetik von Lisinopril
Links: Zeitlicher Verlauf der Produktbildung der Hydrolyse von Abz-
LFK(Dnp)-OH durch kACE in An- (grau) und Abwesenheit des Inhibitors Li-
sinopril (weiß, c=0,1 nM)
Rechts: Verhältnis der Reaktionsgeschwindigkeiten der enzymatischen Um-
setzung von Abz-LFK(Dnp)-OH in Anwesenheit von Lisinopril (vLis) zur Kon-
trolle ohne Inhibitor (vK)
Die Messdaten für den Reaktionsverlauf von Lisinopril wurden mit der Gleichung 4.1 für slow
binding-Inhibitoren angepasst (Copeland, 2013), um die Parameter vi (initale Reaktionsge-
schwindigkeit) und vs (steady state-Reaktionsgeschwindigkeit) zu ermitteln.










Die approximierten Parameter vi und vs sind in Tabelle 4.20 angegeben.
Tabelle 4.20: Approximierte Parameter der initialen (vi) und steady state-
Reaktionsgeschwindigkeit (vs) für den Reaktionsverlauf der Abz-LFK(Dnp)-OH-
Hydrolyse in Anwesenheit von Lisinopril
Parameter Approximierter Wert (AFU/min)
vi 4,1
vs 1,3
Es wird deutlich, dass die initiale Reaktionsgeschwindigkeit vi wesentlich größer als die stea-
dy state-Geschwindigkeit vs ist, was Rückschlüsse auf eine slow binding-Kinetik gibt. Eine
genauere Bestimmung der steady state-Geschwindigkeit vs war mit dieser Funktion jedoch
nicht möglich, da die Datenmenge besonders im späteren Reaktionsverlauf zu gering war.
Zur weiteren Bestätigung der slow binding-Kinetik wurden die Daten der Reaktionsverläufe
in An-und Abwesenheit an Polynomfunktionen 2. Grades angepasst. Das Verhältnis der Reak-
tionsgeschwindigkeiten in Anwesenheit von Lisinopril zur Kontrolle ohne Inhibitor (vLis/vK)
zu den verschiedenen Zeitpunkten1 ist in Abbildung 4.42 dargestellt. Es wird deutlich, dass das
Verhältnis der Reaktionsgeschwindigkeiten mit zunehmendem Reaktionsverlauf sinkt, und da-
mit die Inhibierung durch Lisinopril über die Zeit zunimmt. Diese Beobachtung bestätigt die
langsame Assoziationsgeschwindigkeit des Inhibitors zum ACE. Es werden grundsätzlich zwei












Der Mechanismus A ist eine einfache reversible Gleichgewichtseinstellung mit dem kompetiti-
ven Inhibitor, bei dem die Assoziationsrate (angegeben durch k1) sehr langsam ist, was zu einer
langsamen Hemmung führt. Bei Mechanismus B wird angenommen, dass eine schnelle initiale
Interaktion zur Bildung des EI-Komplexes führt und dann der Komplex eine langsame Kon-
formationsänderung zum höher anen E*I-Komplex durchläuft. Bei den synthetischen ACE-
Hemmern wie Captoptil und Enalapril wird eine einfache reversible Gleichgewichtseinstel-
lung zwischen Enzym und Inhibitor (Mechanismus A) angenommen (Copeland, 2013). In der
wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Deze (2012) konnte ebenfalls unter Verwendung eines
1entspricht dem Quotient der 1. Ableitungen f’Lis(t)/f’K(t) zum Zeitpunkt t
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rekombinaten humanen rhACEs und des natürlichen Substrates Angiotensin I eine langsame
Bindungskinetik für Lisinopril und Captopril detektiert werden. Die Ergebnisse des Modellen-
zyms kACE stimmen somit mit denen des rhACEs überein. Beide Testsysteme bestätigen die
slow binding-Kinetik der Positivkontrolle. Allerdings ist das kontinuierliche Messverfahren
unter Verwendung der FRET-Substrate besser geeignet diese spezielle Bindungskinetik zu er-
fassen und zu visualisieren.
Zur enzymkinetischen Analyse kann die slow binding-Kinetik durch zwei Möglichkeiten um-
gangen werden. Zum einen kann der komplette Reaktionsverlauf aufgezeichnet werden, damit
die steady state-Geschwindigkeit vs erfasst wird. Zum anderen führt eine lange Vorinkubation
zwischen Enzym und Inhibitor nach Substratzugabe zu einer schnellen Einstellung von vs. Für
die Bestimmung der IC50-Werte des synthetischen ACE-Inhibitors Lisinopril wurde deshalb das
kontinuierliche Messverfahren aus Kapitel 3.5 verwendet, um den gesamten Reaktionsverlauf
zu detektieren. Zusätzlich wurde der synthetische Inhibitor mit ACE vorinkubiert um vs zu
ermitteln. Der Reaktionsverlauf der enzymatischen Hydrolyse von Abz-LFK-(Dnp)-OH in Ab-
und Anwesenheit von IW ist in Abbildung 4.43 dargestellt.

















































Abbildung 4.43: Untersuchung zur langsamen Bindungskinetik von IW
Links: Zeitlicher Verlauf der Produktbildung der Hydrolyse von Abz-
LFK(Dnp)-OH durch kACE in An- (grau) und Abwesenheit des Inhibitors IW
(weiß, c=1 µM)
Rechts: Verhältnis der Reaktionsgeschwindigkeiten der enzymatischen Um-
setzung von Abz-LFK(Dnp)-OH in Anwesenheit von IW (vIW) zur Kontrolle
ohne Inhibitor (vK)
Das Verhältnis der Reaktionsgeschwindigkeiten in Anwesenheit von IW zur Kontrollprobe
ohne Inhibitor (vIW/vK) bleibt über den Reaktionsverlauf gleich, was bedeutet, dass eine slow
binding-Kinetik unter den vorliegenden Versuchsbedingungen auszuschließen ist. Die Hy-
drolyse des N-domänenspezischen Substrats Abz-SDK-(Dnp)P-OH in Anwesenheit von IW
zeigte ebenfalls keine zeitabhängige Änderung der Reaktionsgeschwindigkeit, was ebenso auf
einen schnell reversiblen Hemmmechanismus schließen lässt (Abbildung 4.44). Dies entspricht
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Abbildung 4.44: Untersuchung zur langsamen Bindungskinetik von IW
Links: Zeitlicher Verlauf der Produktbildung der Hydrolyse von Abz-SDK-
(Dnp)P-OH durch kACE in An- (grau) und Abwesenheit des Inhibitors IW
(weiß, c=50 µM)
Rechts: Verhältnis der Reaktionsgeschwindigkeiten der enzymatischen Um-
setzung von Abz-SDK-(Dnp)P-OH in Anwesenheit von IW (vIW) zur Kontrolle
ohne Inhibitor (vK)
den Erwartungen, da IW, wie in Kapitel 4.3.2 beschrieben, keine tight binding-Kinetik auf-
weist, welche jedoch Voraussetzung für eine messbare slow binding-Kinetik wäre (Copeland,
2013). Da eine schnelle Bindung und Dissoziation des Inhibitors vorliegt, kann der Hemmme-
chanismus von IW und die Anität zum Enzym mit der klassischen Enzymkinetik analysiert
werden.
Eine slow- oder tight binding-Kinetik hätte gegenüber einer schnell reversiblen Bindungski-
netik für das Peptid IW klare Vorteile bringen können. Bei slow- und tight binding-Inhibitoren
steht die Dauer der pharmakologischen Wirkung im direkten Zusammenhang mit der Verweil-
zeit im Zielenzym. Damit lassen sich durch die Kenntnis der Halbwertszeit und der Anität
zum Enzym einfacher Aussagen über die Einnahmemenge und -häugkeit als für schnell re-
versible Inhibitoren in vivo treen. Sobald die synthetischen Inhibitoren Captopril oder Lisino-
pril an das Zielenzym binden, wird die Aktivität des ACEs eektiv für einen längeren Zeitraum
gesenkt. Dagegen können die bioaktiven Peptide durch ihre kurze Verweilzeit im Enzym durch
proteolytische Prozesse abgebaut werden und die ACE-Aktivität wird schneller wieder herge-
stellt. Weiterhin reduziert die hohe Anität der synthetischen Inhibitoren die Möglichkeit der
Interaktionen mit anderen Zielsystemen. Eine höhere Anität der tryptophanhaltigen Dipep-
tide zum ACE ließe sich nur durch eine chemische Modikation der Peptidstruktur wie z. B.
durch Einbau einer zinkbindenen Gruppe erreichen.
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4.3.4 Charakterisierung der Inhibierung der C- und N-Domäne des
sACEs durch die bioaktiven Peptide
Das Ziel der Untersuchungen war die Charakterisierung der Inhibierung der ACE-Domänen
durch die tryptophanhaltigen Dipeptide. Aufgrund ihrer Struktur wurde angenommen, dass
die Dipeptide in die aktiven Zentren der C- und N-Domäne binden. Deshalb wurde folgende
Arbeitsthese aufgestellt:
Arbeitsthese 4:
Tryptophanhaltige Dipeptide inhibieren kompetitiv die C- und N-Domäne des ACEs.
Zur gesonderten Betrachtung der Aktivität der C- und N-Domäne werden die domänenspezi-
schen Substrate Abz-LFK-(Dnp)-OH bzw. Abz-SDK-(Dnp)-P-OH verwendet. Der Einuss auf
die Gesamtaktivität des ACEs wurde mit dem Substrat Abz-FRK-Dnp-OH bestimmt und als
Enzymquelle wurde humanes Plasma-ACE genutzt. Mit dem Testsystem 3.5 wurde die lineare
Reaktionsgeschwindigkeit v (Produktbilung pro Zeit) unter Variation der Substratkonzentra-
tion S in An- und Abwesenheit verschiedener Inhibitorkonzentrationen bestimmt.
Einfluss von IW, VW und IPP auf die Aktivität der C-und N-Domäne des humanen
ACEs
Für die Peptide IW und VW, als Vertreter der tryptophanhaltigen Dipeptide und IPP als Ver-
treter der prolinhaltigen Tripeptide, wurde der Inhibierungsmechanismus auf die C- und N-
Domäne des humanen sACEs ermittelt. Zur Bestimmung der Maximalgeschwindigkeit vmax,
der Michaelis-Konstante Km und des K’-Wertes, welche entscheidend für die Hemmtypbestim-
mung sind, wurden die Daten (v, S) direkt an die Michaelis-Menten-Gleichung für die Hydro-
lyse des N-Domänensubstrates (Formel 3.4, Kapitel 3.3.1) und an die Hill-Gleichung für den
Abbau des C-Domänensubstrates angepasst (Formel 3.3, Kapitel 3.3.1). Das Substrat Abz-LFK-
(Dnp)-OH wird trotz seiner hohen Selektivität nicht allein von der C-Domäne hydrolysiert
(Tabelle 2.5). Die Hill-Gleichung führte daher zu einer besseren Anpassung der Daten, da
diese Funktion auch eine stöchiometrische Substrat-Enzymumsetzung von 6= 1:1 durch die
Anwesenheit von mehreren Bindungsstellen im Enzym berücksichtigt (Copeland 2000). Ab-
bildung 4.45, B illustriert die direkte Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit der C-Domäne
als Funktion der Substratkonzentration von Abz-LFK(Dnp)-OH in Ab- und Anwesenheit von
IW.
Der sigmoidale Verlauf der Hill-Funktion in Abbildung 4.45 ist ebenfalls ein charakteristisches
Merkmal für eine Umsetzung des Substrates von mehren aktiven Zentren im Enzym (Cope-
land, 2000). Der aus der Hill-Gleichung berechnete K’-Wert für Abz-LFK(Dnp)-OH steigt von
33 µM ohne Inhibitor auf 56 µM in Anwesenheit von c(IW)=0,5 µM bzw. 74 µM bei c(IW)=2 µM
an, während die maximale Umsatzgeschwindigkeit annähernd gleich bleibt (Tabelle 4.21).
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Abbildung 4.45: Direkte Anpassung der Reaktionsgeschwindigkeit v der N- (A) und C-
Domäne (B) als Funktion der Substratkonzentration S in An- und Abwesen-
heit von IW an die Hill- (A) und Michaelis-Menten-Gleichung (B)
A: Einuss von variierenden IW-Konzentrationen (schwarz: 0 µM; rot: 50 µM;
blau: 100 µM; grün: 150 µM) auf die Aktivität der N-Domäne
B: Einuss von variierenden IW-Konzentrationen (schwarz: 0 µM; rot: 0,5 µM;
blau: 1 µM; grün: 2 µM) auf die Aktivität der C-Domäne
Tabelle 4.21: Kinetische Parameter K’ und vmax für die Hemmtypbestimmung von IW, VW und
IPP für die Inhibierung C-Domäne
Inhibitor Konzentration K’-Wert vmax
(µmol/L) (µmol/L) (nmol·min-1·L-1)
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Diese Senkung der Anität mit gleichbleibender Maximalgeschwindigkeit vmax ist charakte-
ristisch für eine kompetitive Hemmung (Copeland, 2013). Ähnliche Ergebnisse wurden auch
für das Peptid VW gezeigt. Der K’-Wert stieg ebenfalls signikant mit der Zugabe des Inhibi-
tors an und die maximale Umsatzgeschwindigkeit blieb nahezu unbeeinusst (Tabelle 4.21).
Auch die für das prolinhaltige Tripeptid IPP ermittelten kinetischen Parameter weisen auf
einen kompetitiven Wirkmechanismus bezüglich der humanen C-Domäne hin. Die Ergeb-
nisse stimmen mit den Ergebnissen aus der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Gotsch
(2012) überein, welche ebenfalls einen kompetitiven Mechanismus für die Inhibierung der
Substrathydrolyse von HHL durch die prolinhaltigen Tripeptide IPP und VPP, als auch durch
die tryptophanhaltigen Dipeptide, AW, IW, RW, WL, WV, WW, WY und YW, bestimmte. Für
die Bestimmung wurde das synthetische Substrat HHL verwendet. Ein Vergleich der Ergeb-
nisse trotz unterschiedlicher Testsysteme ist möglich, da bei hohen Chloridkonzentrationen
von c > 200 mM, die Substratspaltung von HHL vorrangig auf die C-Domäne des ACE zu-
rückzuführen ist (Wei et al., 1991). Der Einuss der Dipeptide IW und VW auf die Anität
der N-Domäne zum Substrat Abz-SDK(Dnp)P-OH und die maximale Umsetzungsgeschwin-
digkeit sind in der Tabelle 4.22 dargestellt. Die Km-Werte steigen bei Anwesenheit von IW
und VW deutlich an, während sich vmax nur in geringem Maße verändert. Damit kann für die
Inhibierung der N-Domäne durch die tryptophanhaltigen Peptide ebenfalls ein kompetitiver
Hemmmechanismus angenommen werden. Die Ergebnisse unterstützen die Arbeitsthese 4.
Es kann demzufolge davon ausgegangen werden, dass die tryptophanhaltigen Dipeptide in
die S1’- und S2’-Substratbindungstaschen des aktiven Zentrums der C- und N-Domäne des
humanen ACEs binden und damit die Bindung und die Hydrolyse des Substrates verhindern.
Tabelle 4.22: Kinetische Parameter Km und vmax für die Hemmtypbestimmung von IW und VW
für die Inhibierung N-Domäne
Inhibitor Konzentration Km-Wert vmax
(µmol/L) (µmol/L) (nmol·min-1·L-1)
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4.3.5 Einfluss von IW, BPPb und IPP auf die Gesamtaktivität des
humanen sACEs
Um die Hemmwirkung auf die Gesamtaktivität des Enzyms zu charakterisieren, wurde das
Substrat Abz-FRK(Dnp)P-OH verwendet. Dieses wurde von Carmona et al. (2006) als geeigne-
tes Substrat für die Bestimmung der sACE-Aktivität beschrieben, da es von beiden Domänen
mit ähnlicher Anität und Wechselzahl hydrolysiert wird (Tabelle 2.6). Wie in Kapitel 4.3.4
dargestellt, wird die Aktivität der beiden Domänen kompetitiv durch die bioaktiven Peptide
IW und VW gehemmt. Deshalb sollten sich die Reaktionsgeschwindigkeiten der C- und N-
Domäne unter Variation der Substratkonzentration in An- und Abwesenheit des Inhibitors








v Reaktionsgeschwindigkeit der enzymatischen Reaktion
S Substratkonzentration
vmax Maximalreaktionsgeschwindigkeit
Ki Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes
Km Michaelis-Menten-Konstante
Für eine theoretische Betrachtung des Einusses von IW auf die Reaktionsgeschwindigkeit
der Hydrolyse von Abz-FRK(Dnp)P-OH durch die C- und N-Domäne wurde, angelehnt an die
Daten von Araujo et al. (2000) (Tabelle 2.6), die gleiche Anität (Km=4 µM) von der C- und
N-Domäne zum Substrat angenommen. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit wurde auf
einen theoretischen Wert von vmax=150 nmol·min-1·L-1 für die C- und N-Domäne festgelegt.
Die Ki-Werte für die Hemmung der C- und N-Domäne wurden aus Tabelle 4.16 entnommen.
Die Reaktionsgeschwindigkeiten der C- und N-Domäne (vC und vN ) in Anwesenheit von IW
sollten sich nach den folgenden Funktionen verhalten:
vC =
150 nmol ·min−1 · L−1 · [S]






150 nmol ·min−1 · L−1 · [S]





Die Reaktionsgeschwindigkeit der Abz-FRK(Dnp)P-OH-Spaltung durch die N-Domäne sollte
bei einer IW-Konzentration von c=10 µM aufgrund des höheren Ki-Wertes weniger beeinusst
werden als die C-Domäne. Abbildung 4.46 visualisiert den theoretischen Verlauf der Reakti-
onsgeschwindigkeiten vC und vN in Abhängigkeit der Substratkonzentration in Anwesenheit
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von 10 µM IW. Unter der Annahme, dass die beiden aktiven Zentren des sACEs unabhängig
voneinander agieren, sollten sich die Reaktionsgeschwindigkeiten der beiden Einzeldomänen
additiv verhalten (Cornish-Bowden, 2013) und damit kann die Gesamtreaktionsgeschwindig-
keit vges des Enzyms nach folgender Formel berechnet werden:
vges = vC + vN
Bei Anwesenheit des kompetitiven Inhibitors IW (für c=10 µM) sollte die Reaktionsgeschwin-
digkeit des sACEs demzufolge dem theoretischen Verlauf in Abbildung 4.47 entsprechen. In
Abbildung 4.48 sind die praktisch ermittelten Reaktionsgeschwindigkeiten unter Variation der
Substratkonzentration mit und ohne IW in direkter (A) und doppelt-reziproker Auftragung (B)
dargestellt. Aus der direkten Auftragung ergaben sich in Gegenwart des Inhibitors hyperbo-
le Kurven, die mit steigender Hemmstokonzentration abachen und geringere Maximalge-
schwindigkeiten vmax anstreben. Die anhand der Hill-Funktion berechneten K’-Werte stiegen
von 7,3 µM ohne IW auf 10 µM in Anwesenheit von c(IW)=5 µM an. Gleichzeitig sank vmax von
338 auf 199 nmol·min-1·L-1 (Tabelle 4.23).
Tabelle 4.23: Kinetische Parameter K’ und vmax für die Hemmtypbestimmung von IW, BPPb
und IPP für die Inhibierung des sACE
Inhibitor Konzentration K’-Wert vmax
(µmol/L) (µmol/L) (nmol·min-1·L-1)












Es wird deutlich, dass sich die theoretischen Daten (Abbildung 4.47) deutlich von den praktisch
ermittelten Daten (Abbildung 4.48, A, grüne Linie) für die IW-Konzentration von 10 µM un-
terscheiden. Die Hemmtypbestimmung zeigt nicht wie angenommen eine kompetitive Hem-
mung, sondern deutet auf einen nicht-kompetitiven Inhibierungsmechanismus hin. Bei einer
nicht-kompetitiven bzw. mixed-type Inhibierung kann sich sowohl die Anität, als auch die
Maximalgeschwindigkeit der Enzymreaktion verändern (Bisswanger, 2002). Die Lineweaver-
Burk-Darstellung (Abbildung 4.48, B) zeigt ebenfalls die Charakteristik einer nicht-kompeti-
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Abbildung 4.46: Theoretischer Verlauf der Reaktionsgeschwindigkeit der Hydrolyse von Abz-
FRK(Dnp)P-OH durch die C- (Striche) und N-Domäne (Punkte) als Funktion
der Substratkonzentration in Anwesenheit von IW (c=10 µM). Die graue Linie
stellt den Verlauf der Reaktionsgeschwindigkeit der uninhibierten Domänen
dar.



















Abbildung 4.47: Theoretischer Verlauf der Reaktionsgeschwindigkeit der Hydrolyse von Abz-
FRK(Dnp)P-OH durch das sACE als Funktion der Substratkonzentration in
Abwesenheit (durchgängige Linie) und Anwesenheit von IW (Strich-Punkt-
Linie, c=10 µM)
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Abbildung 4.48: Direkte (A,C,D) und doppelt-reziproke Darstellung (B) der Reaktionsge-
schwindigkeit v als Funktion der Substratkonzentration S in An- und Ab-
wesenheit (schwarze Linie) der Peptide IW, BPPb und IPP
A/B: IW (schwarz: 0 µM; rot: 3 µM; blau: 5 µM; grün: 10 µM)
C: BPPb (schwarz: 0 µM; rot: 50 nM; blau: 100 nM; grün: 200 nM)
D: IPP(schwarz: 0 µM; rot: 2 µM; blau: 5 µM,; grün: 8 µM)
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tiven Inhibierung, denn alle Geraden besitzen einen ähnlichen Abszissenschnittpunkt im ers-
ten Quadrat und einen unterschiedlichen Ordinatenschnittpunkt, was zeigt, dass sich der K’-
Wert wenig und vmax mit steigender Inhibitorkonzentration deutlicher verändert. Die Hill-
Funktionen weisen auch für den hochselektiven C-Domäneninhibitor BPPb und den unselek-
tiven Inhibitor IPP den typischen Verlauf einer nicht-kompetitiven Inhibierung auf (Abbildung
4.48, B und C). Bei Erhöhung der Inhibitorkonzentration konnten steigende Werte für K’ und
sinkende vmax-Werte beobachtet werden (Tabelle 4.23).
Ein nicht-kompetitiver Inhibierungsmechanismus zeichnet sich dadurch aus, dass der Inhi-
bitor in der Lage ist, sowohl an das freie Enzym (E), als auch an den Enzym-Substrat (EA)-
Komplex zu binden (Copeland, 2000). Ein solcher Mechanismus, wird auch als mixed inhibition
type bezeichnet, da er sich aus einem kompetitiven und einem unkompetitiven Teil zusammen-
setzt (Cornish-Bowden, 2013). Der kompetitive Teil der Reaktion beschreibt die Bindung des
Inhibitors (I) an das freie Enzym (E) und die Bildung des Enzym-Inhibitor-Komplexes (EI), was
die Anität zum Substrat erniedrigt (Abbildung 4.49).
Abbildung 4.49: Schema des Mechanismus einer nicht-kompetitiven Hemmung nach Cornish-
Bowden (2013); E: Enzym, A: Substrat, P: Produkt, I: Inhibitor
Die Ergebnisse aus Kapitel 4.3.4 demonstrieren, dass die bioaktiven Peptide in der Lage sind,
in die aktiven Zentren der Domänen zu binden und dadurch die Anität zu den domänense-
lektiven Substraten zu erniedrigen. Die Bindung der Peptide in das jeweilige aktive Zentrum
der ACE-Domänen entspricht der Bindung an das freie Enzym (E) und der Ausbildung des EI-
Komplexes. Dies könnte den kompetitiven Teil der beobachteten Inhibierung mit dem schwa-
chen Anstieg des K’-Wertes erklären. In der Theorie kennzeichnet die Bildung eines Enzym-
Substrat-Inhibitor (EAI)-Komplexes den unkompetitiven Anteil der nicht-kompetitiven Hem-
mung (Abbildung 4.49). Dabei bindet das Substrat in das aktive Zentrum und der Inhibitor
außerhalb dessen. Durch Konformationsänderung des aktiven Zentrums ist der gebildete EAI-
Komplex nicht mehr in der Lage das Substrat zu spalten und damit wird die Produktbildung
verhindert. Die Bildung des EAI-Komplexes könnte im Falle des sACEs durch das Vorhanden-
sein von zwei aktiven Zentren im ACE-Molekül erklärt werden. Es ist denkbar, dass ein Sub-
stratmolekül in das aktive Zentrum (E1) einer Domäne bindet und einen E1A-Komplex bildet,
während das bioaktive Peptid mit dem aktiven Zentrum E2 der zweiten Domäne wechselwirkt
und damit ein E1A–E1I-Komplex entsteht. Wenn die beiden Domänen unabhängig voneinander
agieren, würden die Peptide beide Enzyme kompetitiv inhibieren und es würde keine Ände-
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rung von vmax zu beobachten sein (Abbildung 4.47). Da dies nicht der Fall ist, wird durch die
Bindung des Hemmstoes in ein aktives Zentrum das zweite aktive Zentrum beeinusst. Die-
se Eigenschaft der aktiven Zentren wird als Kooperativität bezeichnet (Copeland, 2000). Die
Bindung eines Liganden in ein aktives Zentrum kann die Bindung eines anderen Liganden in
ein anderes aktives Zentrum begünstigen (positive Kooperativität) oder erschweren (negative
Kooperativität). Der physiologische Vorteil der negativen Kooperativität wird darin vermutet,
dass eine größere Unempndlichkeit gegenüber Veränderungen in der Substratkonzentration
besteht, da das Enzym über einen breiteren Konzentrationsbereich arbeiten kann, ohne früh-
zeitig gesättigt zu sein (Bisswanger, 2002). Da es sich im Fall von sACE um zwei verschiedene
Liganden (Inhibitor und Substrat) handelt, wird von einer heterotropen Kooperativität ge-
sprochen (Copeland, 2000). Die Bindung eines bioaktiven Peptids in das aktive Zentrum einer
ACE-Domäne könnte somit eine Konformationsänderung des Enzyms nach sich ziehen, wel-
che die Hydrolyse des Substrates im aktiven Zentrum der zweiten ACE-Domäne beeinusst
und damit vmax gesenkt wird. Die Untersuchungen von Binevski et al. (2003) bestätigen diese
These und konnten nachweisen, dass die Domänen des bovinen sACEs eine negative Koope-
rativität aufweisen. Dieses Ergebnis konnte von Skirgello et al. (2005) auf das humane sACE
übertragen werden. Sie zeigten, dass die Bindung von einem Mol synthetischen ACE-Inhibitor
(Lisinopril oder Captopril) an eine Domäne zu einer drastischen Abnahme des Substratumsat-
zes der zweiten Domäne führte. Woodman et al. (2005) beobachteten, dass eine ACE-Mutante,
welche nur aus zwei intakten C-Domänen bestand, ein höheres kcat für die Hydrolyse von
Z-Phenylalany-L-histidyl-leucin besaß als das somatische ACE. Sie erklärten dies mit einem
negativen regulatorischen Eekt der N-Domäne auf die Aktivität der C-Domäne.
Die vorliegenden Ergebnisse könnten auf eine negative Beeinussung der N-Domäne durch
die C-Domäne hinweisen. Die untersuchten Inhibitoren IW und BPPb zeigen eine präferierte
C-Domänenhemmung. Bei den verwendeten Einsatzkonzentrationen kann davon ausgegan-
gen werden, dass die Inhibitoren bevorzugt in die C-Domäne binden und folglich die Hydrolyse
des Substrates Abz-FRK(Dnp)P-OH in der N-Domäne negativ beeinusst wird. Der Inhibitor
IPP ist dagegen unselektiver und könnte in beide aktive Zentren binden. Im Vergleich zum C-
domänenselektiveren Inhibitor IW ist bei einer Einsatzkonzentration von c=5 µM die Senkung
von vmax deutlich höher als bei IPP2 (Tabelle 4.21). Um eindeutige Aussagen über eine negative
Kooperativität ausgehend von der N-Domäne treen zu können, wären Versuche mit einem
N-domänenselektiven Inhibitor ratsam.
Eine Erklärung für die beobachtete negative Kooperativität der aktiven Zentren ist eine Kon-
formationsänderung des Enzyms durch die Bindung eines Inhibitors. Die Studie von Balyas-
nikova et al. (2007) zeigte, dass die Bindung eines Inhibitors in das aktive Zentrum der C- oder
der N-Domäne zu einer verbesserten Bindung spezieller Antikörper des sACEs im Vergleich
2Die Inhibitoren IPP und IW zeigen bei einer Substratkonzentration von S=1x Km eine ähnliche Hemmung auf
das Gesamt-ACE (Abbildung 4.37 und 4.35)
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zum ungehemmten Enzym führte, was eine Konformationsänderung durch die Inhibitorbin-
dung bekräftigt. Die Untersuchung erklärte jedoch nicht, welche Domäne für die postulierte
Konformationsänderung im sACE verantwortlich war. Corradi et al. (2006) beschrieben, wie
eine Kooperativität durch eine Konformationsänderung der Domänen aussehen könnte (Ab-
bildung 4.50). Die ACE-Domänen sind durch einen 11 Aminosäurereste großen „Interdomä-
nenlinker“ (Abbildung 4.50) verbunden, welche ein erhebliches Bewegungspotential der Do-
mänen zueinander gewährleistet und eine Kooperativität denkbar macht (Sturrock et al., 2004).
Die ACE-Struktur weist eine Art Deckelstruktur (Lid) über jeder Domäne auf (Abbildung 4.50,
pink). Diese Deckelstruktur kann das aktive Zentrum für Liganden unzugänglich machen und
somit gleichzeitig die Substratspezität der Domänen gewährleisten. Eine negative Kooperati-
vität ausgehend von der N-Domäne könnte damit erklärt werden, dass die Deckelstruktur der
C-Domäne im direktem Kontakt zur beweglichen Linkerregion und der N-Domäne steht (Ab-
bildung 4.50, links). Wechselwirkungen der N-Domäne mit dem Lid der C-Domäne könnten
möglicherweise die Flexibilität dieser Region verringern und den Zugang des Substrates zum
aktiven Zentrum der C-Domäne beeinträchtigen und somit zu einer negativen Kooperativität
führen. Weiterhin beschreiben Corradi et al. (2006) eine weitere mögliche Orientierung des sA-
CEs, welche durch den beweglichen Interdomänenlinker möglich ist (Abbildung 4.50, rechts).
Bei dieser Konformation kann die C-Domäne direkt mit einem Teil der Deckelstruktur der
N-Domäne interagieren. Möglicherweise wäre dadurch eine von der C-Domäne ausgehende
Kooperativität möglich.
Abbildung 4.50: Schematische Darstellung zweier möglicher Orientierungen der Domänen des
sACEs; Deckelstruktur/Lid = pink; Interdomänenlinker = rot; exibler Loop
= dunkelblau, Glycosylierungsstellen = grün (Abbildung aus Corradi et al.
(2006))
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4.3.6 Zusammenfassung
Die tryptophanhaltigen Dipeptide konnten als echte und schnell reversible Inhibitoren für das
somatische ACE klassiziert werden. Weiterhin wurden die Peptide bezüglich ihrer Hemmung
auf die einzelnen Domänen überprüft. Es konnte festgestellt werden, dass tryptophanhaltige
Dipeptide die Substrathydrolyse der C-und N-Domäne kompetitiv inhibieren und folglich in
das aktive Zentrum der Domänen binden können. Bei den Untersuchungen zum Einuss der
Peptide auf die Gesamt-ACE-Aktivität konnte eine nicht-kompetitive Hemmung beobachtet
werden. Dies wurde auf mögliche Wechselwirkungen der beiden ACE-Domänen zurückge-
führt. Denkbar ist eine Konformationsänderung des Enzyms, ausgelöst durch die Bindung des
Inhibitors in ein aktives Zentrum, welche eine Beeinussung der Substrathydrolyse in der
zweiten Domäne zur Folge hat.
4.4 Orientierende Untersuchung zur Bioverfügbarkeit
der bioaktiven Peptide
Eine Blutdrucksenkung ACE-hemmender Peptide in vivo ist davon abhängig, ob und in wel-
cher Menge die Peptide den Wirkort erreichen und welche Stabilität sie an diesem aufweisen.
Die Bioverfügbarkeit ist damit eine notwendige Voraussetzung für eine Bioaktivität in vivo
(Vermeirssen et al., 2004).
4.4.1 Beurteilung der Stabilität der bioaktiven Peptide während der
simulierten gastrointestinalen Verdauung
Um physiologische Eekte in vivo ausüben zu können, ist es notwendig, dass die ACE-hem-
menden Peptide den Magen-Darm-Trakt passieren, im Darm absorbiert werden und das Herz-
Kreislauf-System in einer aktiven Form erreichen. Die proteolytischen Vorgänge während der
Verdauung stellen dabei die Hauptbarriere im menschlichen Körper dar (Vermeirssen et al.,
2004). Zur Untersuchung des Verhaltens von Lysozym (LCT)- und Molkenproteinhydrolysat
(ACT) gegenüber einer gastrointestinalen Proteolyse wurde die Stabilität von AW bzw. IW
während einer in vitro-Verdauungsreaktion nach der DIN-Vorschrift 19738 bestimmt, welche
die Bedingungen im Magen- und im Dünndarmtrakt simuliert (DIN 19738, 2004). Ferner wurde
eine mögliche Freisetzung von AW bzw. IW durch die simulierte in vitro-Verdauung aus den
intakten Vorläuferproteinen Lysozym bzw. α-Lactalbumin aus dem Molkenproteinkonzentrat
überprüft, um damit Rückschlüsse auf die Notwendigkeit einer enzymatischen Vorbehandlung
mit Chymotrypsin und Thermolysin ziehen zu können.
Die Proteinhydrolysate ACT und LCT wurden mit den synthetischen Verdauungssekreten
nach der DIN-Vorschrift 19738 behandelt, welche für die simulierte Magenpassage die gastrale
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Peptidase Pepsin und für die intestinale Passage die Peptidase Trypsin und das Enzymgemisch
aus der Bauchspeicheldrüse Pankreatin enthalten (Methode Kapitel 3.7.1). Auf den Einsatz der
ersten Verdauungstufe mit einem simulierten Speichelsekret wurde verzichtet, weil die DIN-
Norm als Bestandteile des synthetischen Speichels lediglich Salze, Mucin und Amylase vor-
sieht. Diese sollten keine Relevanz für die Protein- oder Peptidverdauung in vitro besitzen.
Die Stabilität des Dipeptids AW und IW in den Hydrolysaten wurde durch die Gehalte vor
und nach der Behandlung bestimmt und auf den Proteingehalt der Proben bezogen. Abbil-
dung 4.51 illustriert die Gehalte an AW vor und nach der 8-stündigen simulierten Verdauung.



























Abbildung 4.51: Konzentration des ACE-inhibierenden Peptids AW vor und nach der zweistu-
gen simulierten in vitro-Verdauung des Proteinhydrolysats LCT (grau, ge-
streift) und des unhydrolysierten Lysozyms (schwarz) (n=3, MW±Stabw)
Es wird deutlich, dass die AW-Gehalte im LCT-Hydrolysat nach der zweistündigen Inkubati-
on mit Pepsin unter Magenbedingungen nur geringfügig abnahmen, was die hohe Stabilität
von AW gegenüber der Hydrolyse durch Pepsin zeigt. Hingegen hat sich nach weiterer 6-
stündiger Behandlung mit dem synthetischen Darmsaft der Anfangspeptidgehalt um ca. 60 %
verringert. Das Dipeptid wurde in seine Aminosäuren durch Pankreatin, einem Gemisch ver-
schiedener Verdauungsenzyme wie Trypsin, Chymotrypsin, Carboxy- und Aminopeptidasen
hydrolysiert. Chymotrypsin und Trypsin sollten anhand ihrer Substratspezität das Dipeptid
nicht spalten können, allerdings sind Carboxy- und Aminopeptidasen in der Lage AW zu hy-
drolysieren.
Ähnliche Ergebnisse wurden nach simulierter Proteolyse des Molkeproteinhydrolysates ACT
erhalten. Abbildung 4.52 zeigt, dass die Konzentration des Dipeptids IW ebenso wie AW nur
geringfügig nach zwei Stunden unter Magenbedingungen abnahm. Rund 60 % des ursprüng-
lichen IW-Gehaltes wurde nach 6-stündiger Inkubation unter simulierten intestinalen Bedin-
gungen detektiert. Auch hier spielen die Enzyme der Bauchspeicheldrüse eine entscheidende
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Abbildung 4.52: Konzentration des ACE-inhibierenden Peptids IW vor und nach der zweistu-
gen simulierten in vitro-Verdauung des Proteinhydrolysats ACT (grau, ge-
streift) und des unhydrolysierten Molkenproteinkonzentrats (schwarz) (n=3,
MW±Stabw)
Rolle bei der Stabilität des tryptophanhaltigen Dipeptids. Foltz et al. (2009) zeigten, dass ein
N-terminaler Isoleucinrest stabiler als ein Alaninrest war, was IW zu einem etwas proteolyse-
beständigeren Peptid machen würde.
Die Ergebnisse der simulierten Verdauung demonstrierten, dass die Stabilität von AW und
IW gegenüber einer gastrointestinalen Verdauung theoretisch hoch genug ist, damit wesent-
liche Mengen von oral verabreichtem AW und IW zur Resorption zur Verfügung stehen. Nach
einer Aufnahme von 1 g des LCT- Hydrolysats könnten, wenn die Ergebnisse auf eine in vi-
vo-Situation übertragbar wären, 16 mg intaktes Dipeptid AW zur Resorption im Dünndarm
zur Verfügung stehen. Die Ergebnisse zeigen deutlich die Bedeutung der gastrointestinalen
Verdauung auf die Stabilität und Bioverfügbarkeit ACE-hemmender Peptide und die Diskre-
panz zwischen einer ACE-Inhibierung in vitro und der möglichen Hemmung in vivo. Folglich
würde ein Oligopeptid, wie das aus einem HEWL-Hydrolysat isolierten Peptid FESNFNTQAT-
NR trotz seiner guten ACE-Inhibierung (IC50=21 µM) nur eine geringe Bedeutung hinsichtlich
einer Wirkung in vivo besitzen, da es aufgrund seiner geringen Verdauungsstabilität den Blut-
kreislauf nicht intakt erreicht. Dagegen sollen hydrophobe kurzkettige Peptide während der
Magen-Darm-Passage stabiler als langkettige Peptide sein (Rouk et al., 2006). Theoretisch
sind Di- und Tripeptide in der Lage, intakt aus dem Darmlumen resorbiert zu werden und den
Blutkreislauf zu erreichen (Rehner and Daniel, 2010).
Foltz et al. (2009) haben die gastrointestinale Stabilität der synthetischen Peptide AW und IW
über einen Zeitraum von 60 min bestimmt. Die ursprüngliche Konzentration der Dipeptide
von 50 µM (vergleichbar mit dem Konzentrationsbereich des vorliegenden Versuchs) reduzier-
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te sich nach 60 min um 79 % (AW) und zu 64 % (IW). Es scheint, dass die Dipeptide im Hydro-
lysat gegenüber den gastrointestinalen Peptidasen stabiler als die isolierten Peptide sind. Dies
kann mit der größeren Anzahl an konkurrierenden Substraten begründet werden, denn das
Enzym/Substrat-Verhältnis ist im Hydrolysat deutlich kleiner als bei den isolierten Peptiden.
Das native HEWL war während der simulierten gastralen Verdauung sehr stabil und nur sehr
geringe Mengen an AW konnten nach Inkubation mit Pepsin detektiert werden (Abbildung
4.51). HEWL ist dafür bekannt, dass es aufgrund seiner stabilen nativen Struktur bei niedri-
gen pH-Werten resistent gegenüber Pepsin ist (Laureto et al., 2002). Trotz der strukturellen
Ähnlichkeit zum HEWL wurde α-Lactalbumin durch Pepsin gespalten, da es im Gegensatz zu
HEWL bei pH=2 eine sogenannte molten globul state Konguration einnimmt. Laureto et al.
(2002) identizierten die Fragmente f(53-123), f(53-103) und f(1-40) nach zweistündiger Inku-
bation von bovinem α-Lactalbumin mit Pepsin bei pH=2. Dies stimmt mit den Ergebnissen
der simulierten gastralen Verdauung überein, die keine Bildung des IW-Fragments f(59-60)
zeigte (Abbildung 4.52). Auch nach Inkubation mit den intestinalen Peptidasen unter simu-
lierten Darmbedingungen, wurden nur weniger als 2 % der theoretisch möglichen Menge an
AW und weniger als 9 % des IWs freigesetzt. Unter physiologischen Bedingungen ist Lysozym,
evolutionär begründet, sehr resistent gegenüber einem proteolytischen Abbau. Aufgrund die-
ser Resistenz kann davon ausgegangen werden, dass die relevanten Bereiche des Proteins zur
AW-Freisetzung durch den humanen Gastrointestinaltrakt nicht gespalten werden. Somit ist es
unwahrscheinlich, dass die Peptide AW oder IW ezient aus den intakten Vorläuferproteinen
unter physiologischen Bedingungen im Magen- und Dünndarmtrakt freigesetzt werden. Dies
bedeutet, dass zur Freisetzung der tryptophanhaltigen Peptide die Vorbehandlung der Proteine
mit proteolytischen Enzymen wie Chymotrypsin und Thermolysin unbedingt notwendig ist.
Diese Studie gibt allerdings nur einen Hinweis auf die tatsächliche Bioverfügbarkeit in vivo.
Die Untersuchungen von Hur et al. (2011) zeigten, dass sich die in der Literatur verwendeten
Methoden für eine simulierte Verdauung hinsichtlich der Inkubationszeit, Enzymmenge und -
zusammensetzung deutlich unterschieden. Zusätzlich betrachtete die in vitro-Verdauung nicht
den Einuss des Alters, des Gesundheitszustandes oder des Sättigungszustandes auf die Ver-
weilzeit, die Enzymgehalte oder -zusammensetzung. Auch der Einuss der membranständigen
Peptidasen wurde bei der Untersuchung vernachlässigt. Deshalb kann durch die simulierte
Verdauung unter in vitro-Konditionen niemals die in vivo-Situation wiedergegeben werden.
Der Vergleich mit anderen von Hur et al. (2011) zusammengefassten Studien verdeutlicht je-
doch, dass die Proteolysebedingungen durch die lange Inkubationszeit von insgesamt 8 Stun-
den und das Enzym/Substratverhältnis eher drastisch gewählt ist.
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4.4.2 Orientierende Humanstudien zur oralen Bioverfügbarkeit und
ACE-Inhibierung von IW
Orale IW-Bioverfügbarkeit
In ersten orientierenden Pharmakokinetikstudien zeigten Kaiser et al. (2016) eine alimentäre
Beeinussung des endogenen IW-Plasmaspiegels nach oraler Gabe von 50 mg IW in Pulver-
form. Die Ergebnisse der simulierten gastrointestinalen Verdauung des Molkenproteinhydro-
lysates (Kapitel 4.4.1) wiesen auf eine Stabilisierung des enthaltenen Peptids IW durch die
Hydrolysatmatrix im Vergleich zum reinen Peptid hin. Um den Eekt der Hydrolysatmatrix
auf die Aufnahme von IW in vivo zu überprüfen, wurde in orientierenden Humanexperimen-
ten die alimentäre Beeinussung der IW-Plasmakonzentration nach oraler Applikation eines
IW-haltigen Molkenproteinhydrolysates (ACT) untersucht. Um eine mögliche gastrointestina-
le Freisetzung von IW aus dem α-Lactalbumin auszuschließen, wurde zusätzlich der Einuss
der oralen Gabe von unhydrolysiertem Molkenprotein auf den IW-Plasmagehalt bestimmt. Für
die bessere Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen von Kaiser et al. (2016) wurden ebenfalls 50
mg IW den Probanden oral appliziert.
Die Pharmakokinetikstudien wurden in Zusammenarbeit mit dem Institut für Physiologie
der TU Dresden unter Betreuung von Frau Dr. Martin und Prof. A. Deussen durchgeführt.
Für die Quantizierung tryptophanhaltiger Dipeptide im humanen Blutplasma wurde eine
Aufarbeitungsmethode mit anschließender LC-MS-MS-Analytik von Kaiser et al. (2016) ent-
wickelt (Kapitel 3.7.2). Durch Verwendung eines isotopenmarkierten 13C615N-IW-Standards
(ISIW) konnten, aufgrund der gleichen physikochemischen Eigenschaften, Einüsse der Plas-
mamatrix auf die IW-Analytik kompensiert werden. Die Abbildung 4.53 zeigt das LC-MS-
MS-Chromatogramm eines IW- und ISIW-Standards in wässriger Lösung im Vergleich zur
IW-haltigen humanen Plasmaprobe. ISIW besitzt vergleichbare chromatographische Eigen-
schaften wie IW in beiden Matrices und eignet sich deshalb als interner Standard. Eine Wie-
derndung von 92,3±1,5 % wurde für IW bzw. 96,5±1,9 % für ISIW im humanen Blutplas-
ma bestimmt. Die hohen Wiederndungen bestätigen die Eignung der Methode für die IW-
Quantizierung. Die Nachweisgrenze für IW wurde zu c=0,01 nM und die Bestimmunggrenze
zu c=0,04 nM ermittelt (Kaiser et al., 2016).
In den orientierenden Humanstudien wurde der alimentäre Einuss auf die IW-Plasmakon-
zentration nach oraler Aufnahme von 50 mg IW, 10 g Molkenproteinhydrolysat und 10 g Mol-
kenprotein gelöst in 200 mL Wasser an einem männlichen und einem weiblichen Probanden
untersucht (Studiendesign Kapitel 3.7.2). Das ACT-Molkenproteinhydrolysat wies dabei einen
IW-Gehalt von 5,0±0,3 mg/g Hydrolysat auf, so dass im Vergleich zur reinen Peptidgabe eben-
falls 50 mg freies IW aufgenommen wurden. Den gesunden und nüchternen Probanden wurde
vor und nach der Applikation zu denierten Zeitpunkten Blut entnommen. Die Blutproben
wurden aufgearbeitet und IW mit der in Kapitel 3.7.2 beschriebenen LC-ESI-MS-MS-Methode
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Abbildung 4.53: LC-ESI-MS-MS-Chromatogramme eines 13C615N-IW-Standards in Wasser
(oben, c=10 nM, MRM-Übergang 325,0–> 92,0 m/z), eines IW-Standards in
Wasser (Mitte, c= 20 nM, MRM- Übergang 318,0–> 86,0 m/z) und einer huma-
nen Blutplasmaprobe t=20 min nach der Gabe eines IW-haltigen Molkenhy-
drolysates (unten, MRM- Übergang 318,0–> 86,0 m/z)
quantiziert. Die Abbildung 4.54 stellt die Änderung der IW-Plasmakonzentration der beiden
Probanden nach Aufnahme von reinem IW, IW-haltigem Molkenhydrolysat und Molkenpro-
tein über die Zeit dar.
Zur Charakterisierung der Pharmakokinetik von IW wurden zusätzlich die maximale Plas-
makonzentration cmax, der Zeitpunkt der maximalen Plasmakonzentration tmax, der endogene
Plasmaspiegel cendogen, die Fläche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC) und die Biover-
fügbarkeit bestimmt (Tabelle 4.24). Wie bereits von Kaiser et al. (2016) beschrieben, konnte
für beide Probanden ein endogender IW-Plasmaspiegel im unteren nanomolaren Bereich von
cendogen=1,2-2,4 nM beobachtet werden (Tabelle 4.24). Das Vorhandensein einer endogenen IW-
Plasmakonzentration könnte durch den Abbau von körpereigenen tryptophanhaltigen Oligo-
peptiden oder Proteinen im Plasma erklärt werden. Beispielweise enthalten die vasokonstrik-
tiv wirkenden Peptidhormone Endothelin-1, -2 und -3 die Aminosäuresequenz -IW- in ihrer
Struktur (Schirin, 2005). Nach oraler Applikation von 50 mg IW und 10 g Molkenproteinhy-
drolysat konnte eine deutliche Beeinussung der Plasma-IW-Konzentration für beide Studien-
teilnehmer beobachtet werden. Das Maximum der IW-Konzentration wurde für beide Gaben
nach tmax=16-24 min bestimmt. Nach ca. 2 Stunden war der endogene IW-Spiegel wieder er-
reicht (Abbildung 4.54). Die Ergebnisse der reinen Peptidgabe sind konsistent mit den Ergeb-
nissen von Kaiser et al. (2016). Im Vergleich zur Aufnahme von 50 mg synthetischem IW war
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Zeit (min) Zeit (min)
Abbildung 4.54: Konzentration des Peptids IW in humanem Blutplasma von einem männli-
chen (links) und weiblichen (rechts) Probanden nach oraler Applikationen
von 50 mg IW (Dreieck), 10 g Molkenproteinhydrolysat (ACT; c(IW)=5 mg/g,
Kreis) und 10 g Molkenprotein (Viereck) bestimmt mittels LC-ESI-MS/MS
(MW±Stabw, n=2)
Tabelle 4.24: Parameter der pharmakologischen Untersuchung zur Bioverfügbarkeit des Di-
peptids IW nach oraler Gabe von 50 mg IW, 10 g IW-haltigem Molkenproteinhy-
drolysat (c(IW)=5 mg/g) und 10 g Molkenprotein an zwei Probanden (P1 und P2)
(MW±Stabw, n=2)
Parameter Peptidgabe Hydrolysatgabe Proteingabe
P1 P2 P1 P2 P1 P2
cendogen (nM) 1,2±0,1 0,9±0,4 1,2±0,1 1,2±0,2 2,4±0,1 1,6±0,1
cmax (nM) 9,1±0,1 3,1±0,1 27,5±0,6 14,7±0,7 4,9±0,3 2,3±0,2
tmax (min) 21 16 21 24 35 28
AUCexogen (nM·h) 4,9 1,4 14,7 9,5 2,0 0,8
Bioverfügbarkeit (%) 0,004 0,001 0,013 0,008 - -
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die maximale IW-Konzentration cmax nach der oralen Gabe des Molkenproteinhydrolysates
bei beiden Probanden deutlich gesteigert. Gleichzeitig haben sich auch die exogene AUC und
die Bioverfügbarkeit nach Aufnahme von 10 g ACT-Hydrolysat im Vergleich zur Aufnahme
von 50 mg IW erhöht. Dies stimmt mit den Ergebnissen der simulierten Verdauung überein,
die andeuten dass IW in der Hydrolysatmatrix eine höhere Stabilität aufweist als das Peptid
allein (Kapitel 4.4.1). Demzufolge wäre für eine bessere IW-Aufnahme eine Verabreichung in
der Hydrolysatmatrix sinnvoller.
Im Gegensatz dazu, zeigte sich nach Gabe des unhydrolysierten Molkenproteinkonzentra-
tes nur ein sehr geringer Anstieg der IW-Plasmakonzentration im Vergleich zur endogenen
Konzentration (Tabelle 4.24). Demzufolge lässt sich der deutliche Anstieg der IW-Plasmakon-
zentration nach oraler Applikation des Molkenproteinhydrolysats auf die Resorption von frei-
em IW und nicht auf die Freisetzung des Dipeptids aus dem Präkursorprotein während der
gastrointestinalen Verdauung zurückführen. Diese Ergebnisse passen ebenfalls zu den Ergeb-
nissen der simulierten Verdauung (Kapitel 4.4.1), welche die Notwendigkeit der zweistugen
enzymatischen Hydrolyse der Molkenproteine für die Freisetzung von IW zeigten.
In den Studien wies die maximale exogene IW-Plasmakonzentration cmax deutliche interindivi-
duelle Unterschiede auf (Tabelle 4.24). Khedr et al. (2015) zeigten, dass sich die ex vivo-Stabilität
von IW im humanen Plasma deutlich zwischen verschiedenen Individuen unterschied. Da in
den Experimenten von Khedr et al. (2015) die Zugabe von Peptidaseinhibitoren zum Blutplas-
ma in einem verringerten IW-Abbau resultierte, ist es denkbar, dass interindividuelle Unter-
schiede in der Expression oder Aktivität von Plasmapeptidasen bestehen können, welche einen
Einuss auf die IW-Spaltung besitzen. Ebenfalls können Unterschiede hinsichtlich des Trans-
ports von IW aus dem Darmlumen ins Blut vorliegen. Dieser erfolgt wahrscheinlich über den
Dipeptidtransporter PepT1, welcher apikal an den Darmepithelzellen lokalisiert ist (Brandsch
et al., 2004). So existieren u.a. genetische Varianten des PepT1, welche die Expression des
Transporters und dessen Aktivität beeinussen können (Anderle et al., 2006) und damit ei-
ne Änderung der Bioverfügbarkeit des IWs zur Folge hätten. Weitere Faktoren, welche einen
Einuss auf die IW-Aufnahme haben können, sind das Alter, das Geschlecht, die hormonelle
Situation, der BMI, der Stresslevel und das Hunger- bzw. Sättigungsgefühl der Probanden. So
können z.B. interindividuell verschiedene Stresslevel zu einer veränderten Dünn- oder Dick-
darmmotilität führen (Moser, 2007).
Obwohl der alimentäre Einuss von IW belegt werden konnte, ist die Bioverfügbarkeit von
IW mit ca. 0,02 % als gering einzustufen. In der Konsequenz wurde untersucht, ob die IW-
Aufnahme aus dem Molkenproteinhydrolysat ausreicht, um eine physiologische Wirkung in
vivo zu erzielen.
149
4 Ergebnisse und Diskussion
ACE-Hemmung in vivo
Um die physiologische Wirkung nach der Aufnahme von 10 g IW-haltigen Molkenproteinhy-
drolysat zu untersuchen, wurde die ACE-Aktivität der Citrat-Plasmaproben vor und nach der
oralen Gabe durch Frau Dr. Martin (Institut für Physiologie, TU Dresden) ermittelt. Das ver-
wendete Testsystem ist an die Methode in Kapitel 3.4 angelehnt und in (Kaiser et al., 2016)
beschrieben. Um die Relevanz der enzymatischen Vorbehandlung für die ACE-Hemmung in
vivo zu validieren wurden zusätzlich 10 g des Molkenproteinkonzentrates oral appliziert. Zur
Bestimmung der intraindividuellen Unterschiede innerhalb des Studienzeitraums wurde die
ACE-Aktivität ebenso nach Einnahme eines Placebos (200 mL Wasser) untersucht. Abbildung
4.55 illustriert den gemittelten Verlauf der Plasma-ACE-Aktivitäten der Molkenproteinhydro-
lysat-, Molkenprotein und der Placebogabe der beiden Probanden über den Untersuchungs-
zeitraum der Humanstudien.


















Abbildung 4.55: Änderung der Plasma-ACE-Aktivität der Probanden nach oraler Applikation
von 10 g Molkenproteinkonzentrat (Vierecke) und 10 g Molkenproteinhydro-
lysat (ACT, c(IW)=5 mg/g; Dreiecke) im Vergleich zur Aufnahme eines Place-
bos (200 mL Wasser, Kreise) (MW±Stabw, n=2)
Nach der oralen Applikation von 10 g IW-haltigem Molkenproteinhydrolysat zeigten die Pro-
banden nach ca. 20 min eine durchschnittliche Reduktion der ACE-Aktivität von 20 % (Tabelle
4.25). Das Maximum der ACE-Hemmung korrelierte dabei mit dem Zeitpunkt der maximale
IW-Plasmakonzentration. Die ACE-Hemmung bewegte sich dabei im selben Größenbereich
wie in den Humanstudien von Kaiser et al. (2016) nach Applikation von 50 mg IW.
Bei der Gabe des Placebos schwankten die ACE-Aktivitäten zwischen 90 und 100 % im Bezug
zur Enzymaktivität bei t=0 min. Diese Variation liegt im Schwankungsbereich der Messung
und daher wird von einer nahezu stabilen intraindividuellen ACE-Tagesaktivität ausgegan-
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gen. Im Vergleich zum Placebo kann nach oraler Gabe von einer ACE-Inhibierung gesprochen
werden. Nach oraler Gabe von 10 g Molkenprotein konnte für die beiden Probanden eine maxi-
male Reduktion der ACE-Aktivität von ca. 12% beobachtet werden (Abbildung 4.55). Durch die
gastrointestinale Verdauung ist eine Freisetzung anderer bioaktiver Peptide (z.B. WL) aus dem
Molkenprotein denkbar, welche die ACE-Aktivität beeinussen könnten (Hernández-Ledesma
et al., 2004). Das spätere Erreichen der maximalen ACE-Inhibierung spricht dafür, dass die
ACE-Hemmung von IW-unabhängig ist.
Zusammenfassend kann nach oraler Aufnahme des IW-haltigen Molkenproteinhydrolysates
von einer tendenziellen Abnahme der ACE-Aktivität gesprochen werden.
Tabelle 4.25: Änderung der Plasma-ACE-Aktivität nach oraler Gabe von 10 g IW-haltigem
Molkenproteinhydrolysat (c(IW)=5 mg/g) und 10 g Molkenprotein an zwei Pro-
banden (P1 und P2) (MW±Stabw, n=3)
Parameter Hydrolysatgabe Proteingabe
P1 P2 P1 P2
maximale Inhibierung (%) 15,5±2,7 24,4±4,6 12,0±5,2 12,3±5,6
Zeitpunkt maximale Inhibierung (min) 20 22 120 30
Bei den ACE-Inhibierungen der Probanden zeigten sich, ähnlich der IW-Aufnahme, deutliche
interindividuelle Unterschiede. Es bestand hier kein direkter Zusammenhang zwischen einer
ACE-Hemmung und einer hohen IW-Aufnahme (Tabelle 4.24 und 4.25). Die Unterschiede in
der Beeinussung der ACE-Aktivität könnten durch genetische Varianten des ACEs entstehen.
Der sogenannte insertion/deletion (I/D)-Polymorphismus ist einer von über 160 Polymorphis-
men welche das ACE betreen. Es kann zwischen Personen mit dem Genotyp DD, ID und
II unterschieden werden. Personen mit einem (ID-Genotyp) oder 2 D-Allelen (DD-Genotyp)
können bis zu 30 bzw. 60 % höhere Plasma-ACE-Konzentrationen als Personen mit einem II-
Genotyp besitzen (Danser et al., 2007). Deshalb wurde angenommen, dass beim DD-Genotyp
höhere Konzentrationen des Inhibitors benötigt werden, um das somatische ACE vollstän-
dig zu hemmen. van Esch et al. (2008) postulierten, dass bei Personen mit einem II-Genotyp
sowohl die C-, als auch die N-Domäne des ACEs Angiotensin II produzieren, wohingegen
beim DD-Genotyp v.a. die C-Domäne für die Angiotensin-II-Bildung verantwortlich ist. Eben-
so konnten Almeida et al. (2010) den Einuss des I/D-Polymorphismus auf die Aktivität der
C- und N-Domäne nachweisen. Diese genetischen Variationen könnten dazu führen, dass ei-
ne C-domänenselektive ACE-Inhibierung bei einem Patienten mit einem DD-Genotyp einen
wesentlich stärkeren Eekt zur Folge hätte, als bei Personen des II-Genotyps.
Die ermittelten IW-Plasmakonzentrationen nach Gabe des Molkenproteinhydrolysates lagen
bei beiden Probanden im unteren nanomolaren Bereich und damit weit unter dem IC50-Wert
von 0,7 µM von IW in vitro. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine indirekte ACE-
Hemmung durch IW auftritt. Die in Kapitel 4.3.5 diskutierte Konformationsänderung des sA-
151
4 Ergebnisse und Diskussion
CEs durch die Bindung des IWs in die C-Domäne, könnte einen Einuss auf die Spaltung des
membranständigen ACEs besitzen, da das Bindungsmotiv der Sheddase in der C-Domäne lo-
kalisiert ist (Woodman et al., 2005). Denkbar wäre, dass die Bindung des Inhibitors zu einer
strukturellen Änderung des Enzyms führt, was eine Reduktion der Spaltrate des Membranan-
kers zur Folge hätte. Die Abnahme der ACE-Aktivität könnte mit einer geringeren Menge
an löslichem ACE im Plasma erklärt werden. Die Aufklärung des genauen Mechanismus der
ACE-Hemmung in vivo durch IW sollte allerdings weiter untersucht werden.
Es stellt sich dennoch die zentrale Frage, ob die ACE-Hemmung von ca. 30 % ausgehend von
der Gabe von 50 mg IW ausreichend für eine Wirkung auf den Blutdruck ist. Ein Modell zur
Simulation der Eekte von Konzentrationsänderungen der RAAS-Komponenten auf den Blut-
druck zeigte, dass eine genetisch induzierte Reduktion des ACE-Spiegels nur einen geringen
Einuss auf den Blutdruck besitzen sollte, da durch die Reninaktivierung der Angiotensin I-
Spiegel gesteigert wird und damit eine Blutdrucksenkung kompensiert wird. Erst bei einer
ACE-Inhibierung von über 90 % wäre ein Ausgleich über die Renin-induzierte Angiotensin I-
Bildung nicht mehr möglich und der Angiotensin II-Spiegel würde sinken, was zur einer Blut-
druckreduktion führt (Smithies et al., 2000). Nach dem Modell von Smithies et al. (2000) kann
angenommen werden, dass bei normotensiven Personen mit einem funktionierenden RAAS
eine ACE-Inhibierung von 30 % den Blutdruck nicht beeinussen sollte. Allerdings könnte sich
die ACE-Hemmung bei Prähypertonikern und Hypertonikern auf das RAAS anders auswirken.
Die Ergebnisse der Blutdrucksenkung durch Gabe des Dipeptids IW bei spontan hypertensi-
ven Ratten bestätigen diese Annahme (Martin et al., 2015). Auch dierenziert das Modell von
Smithies et al. (2000) nicht zwischen den beiden aktiven Zentren des sACEs. Eine 100%ige In-
hibierung der C-Domäne könnte nur in einer 50%igen Hemmung des sACEs resultieren und
dennoch wäre eine Beeinussung des Blutdrucks bei Hypertonikern sehr wahrscheinlich.
Für die ACE-Aktivitätsbestimmungen wurde zudem immer die lösliche somatische ACE-Form
betrachtet, welche jedoch eine Minorkomponente im Körper darstellt (Levitt and Schoemaker,
2006). Die Wirkung der Inhibitoren auf die hauptsächlich vorkommende membranständige
Isoform sollte deshalb genauer untersucht werden. van Esch et al. (2005) postulierten, dass
im Gegensatz zur löslichen Variante nur die C-Domäne des membranständigen ACEs Angio-
tensin I zu Angiotensin II abbauen kann, was einen stärkeren Eekt der tryptophanhaltigen
Peptide auf den Blutdruck zur Folge hätte. Zusätzlich kann die tatsächliche ACE-Hemmung
durch ein in vitro-Testsystem nur abgeschätzt werden, da dieses nicht das physiologische Ver-
hältnis von Inhibitor zum Substrat beachtet. Die vorliegende Substratkonzentration ist bei
einem kompetitiven Inhibitor entscheidend für seine Wirkung. So könnten die nanomolaren
Konzentrationen von IW bei Anwesenheit von picomolaren Angiotensin I-Konzentrationen
im Körper durchaus eine stärkere ACE-hemmende Wirkung erzielen. Eine Möglichkeit zur
Bestimmung der tatsächlichen ACE-Hemmung stellt die Quantizierung des physiologischen
Substrates Angiotensin I und seines Reaktionsproduktes Angiotensin II dar.
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Zusätzlich besitzen ACE-Inhibitoren, neben der blutdrucksenkenden Wirkung durch die Re-
duktion von Angiotensin II, positive Eekte auf das Remodelling des Gefäßendothels, die
Struktur von Herzmuskelzellen und auf proinammatorische arteriosklerotische Prozesse. Da-
bei sind die Wirkungen auf das globale RAAS nicht einfach auf das lokale RAAS übertragbar.
Demnach könnten die Peptide trotz umstrittener Blutdrucksenkung u.a. die Gefäßsteigkeit,
die Herzmuskelzellen oder die Entwicklung von Entzündungsprozessen beeinussen (Kopalia-
ni et al., 2016). Dies belegten auch die Ergebnisse der HOPE-Studie, die einen positiven Einuss
von Ramipril auf die Entwicklung von Arteriosklerose, die Struktur der Herzmuskelzellen und
den Glucosemetabolismus zeigen konnten (Lonn et al., 2003). Diese Eekte waren unabhängig
von der Blutdrucksenkung und auch bei den normotensiven Studienteilnehmern zu beobach-
ten.
Damit könnte das aus Proteinhydrolysaten freigesetzte IW direkt oder indirekt einen Beitrag
zur Behandlung von Herz-Kreis-Erkrankungen leisten.
4.4.3 Zusammenfassung
Um physiologische Eekte in vivo ausüben zu können, ist es notwendig, dass die ACE-hem-
menden Peptide den Magen-Darm-Trakt passieren, im Darm absorbiert werden und das Herz-
Kreislauf-System in einer aktiven Form erreichen. Zur Abschätzung der Bioverfügbarkeit der
tryptophanhaltigen Dipeptide in vivo wurde deren proteolytische Stabilität im Rahmen einer
simulierten gastrointestinalen Verdauung untersucht. Die Dipeptide AW und IW aus den Ly-
sozym-bzw. Molkenproteinhydrolysat zeigten eine moderate Stabilität, wobei IW die höhere
Stabilität aufwies. Nach der simulierten Verdauung lagen > 40 % der ursprünglichen Peptid-
menge von IW und AW aus den Hydrolysaten in intakter Form vor. Die Peptide könnten damit
theoretisch intakt im Dünndarm resorbiert werden.
Die orientierenden Humanstudien an zwei normotensiven Probanden, hinsichtlich der Bio-
verfügbarkeit des Dipeptids IW, belegten, dass nach oraler Applikation von 50 mg IW und
10 g Molkenproteinhydrolysat (c(IW)=5 mg/g Hydrolysat) das Dipeptid im humanen Plasma
nachgewiesen werden konnte und der IW-Plasmaspiegel durch die Hydrolysateinnahme ali-
mentär beeinusst wurde. Im Gegensatz dazu wurde der IW-Spiegel durch die Gabe von 10 g
intaktem Molkenprotein kaum beeinusst. Das verdeutlicht die Notwendigkeit der enzymati-
schen Vorbehandlung für die Freisetzung von IW aus dem Protein. Zusätzlich konnte bei der
Gabe des IW-haltigen Molkenproteinhydrolysates eine ACE-Hemmung in vivo im Vergleich
zur Gabe eines Placebos (Wasser) beobachtet werden.
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In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zur Gewinnung, Wirkung und Biover-
fügbarkeit von tryptophanhaltigen Dipeptiden durchgeführt. Es konnte gezeigt werden, dass
potente ACE-hemmende Peptide aus Lebensmittelproteinen gewonnen werden können, ihre
einzigartige domänenselektive Wirkung auf das blutdruckregulierende Enzym ACE konnte
belegt werden, ebenso wie ihre Fähigkeit ihren Wirkort in intakter Form zu erreichen. Doch
welche Verwendungsmöglichkeiten ergeben sich daraus für die Peptide?
Perspektivisch wäre der Einsatz der Proteinhydrolysate als Bestandteil von Lebensmitteln
denkbar. Allerdings ist der Weg bis zur Anwendung von vielen Faktoren, wie der technischen
Umsetzbarkeit, den rechtlichen Regularien und vor allem der tatsächlichen Wirkung in vivo
abhängig.
Für eine potentielle Anwendung muss das enzymatische Hydrolyseverfahren zur Produktion
tryptophanhaltiger Proteinhydrolysate ausgehend vom Labormaßstab schrittweise an einen
technischen Maßstab angepasst werden. Die Prozessbedingungen für die Hydrolyse, die En-
zyminaktivierung und die Trocknung der Produkte für eine bessere Lagerfähigkeit sollten
deshalb untersucht werden. Wichtige Aspekte für Herstellung der Hydrolysate stellen die Ver-
fügbarkeit und die Kosten der Proteinquellen dar. Molke ist das Hauptnebenprodukt bei der
Käseherstellung. Durchschnittlich wächst das weltweite Volumen an produzierter Molke im
selben Maß wie das Volumen an Milch, welche in die Herstellung von Käse- oder Milchpro-
dukten ießt. Im Jahr 2005 elen ca. 150 Mio. Tonnen Molke an (Smithers, 2008). Molke galt
lange Zeit als Abfallprodukt, obwohl es durch eine erstaunlich hohe ernährungsphysiologi-
sche Wertigkeit charakterisiert ist (Smithers, 2008). Die Lebensmittelindustrie hat den Wert
der Molkenproteine erkannt und der Preis stieg von ursprünglich 1 $/Kg in den 1960er Jah-
ren auf 12 $ bzw. sogar über 30 $/Kg Produkt für spezielle Fraktionen im Jahr 2000 (Smithers,
2008). Dies erhöht zwar die Produktionskosten für ein potentielles Produkt erheblich, aber es
signalisiert gleichzeitig die Absatzstärke der Molkeprodukte.
Weiterhin spielen die sensorischen Eigenschaften eine wichtige Rolle. Die Freisetzung von hy-
drophoben ACE-inhibierenden Dipeptiden aus dem Proteinverband resultiert in einem bitte-
ren Geschmack des Hydrolysats (Pripp and Ardö, 2007). Deshalb ist es zwingend erforderlich,
den Geschmack durch Zusätze oder eine geeignete Lebensmittelmatrix zu verbessern. Eine
vielversprechende Methode ist die Maskierung des bitteren Geschmacks durch eine Komple-
xierung der Peptide mit Cyclodextrinen (Linde et al., 2009).
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Rechtlich wären die Proteinhydrolysate als Rezepturbestandteile in Lebensmitteln zulässig.
Proteinhydrolysate kommen z. B. in Molkereiprodukten oder Sportlernahrung zum Einsatz.
Allerdings ist die Werbung mit krankheitsbezogenen Aussagen wie bspw. „Schützt vor Herz-
Kreislauf-Erkrankungen“ im Lebensmittelbereich nach der EU-Verordnung 1169/2011 Art. 7
Abs. 3 verboten. Nährwert- und gesundheitsbezogene Angaben in der Kennzeichnung von Le-
bensmitteln sind nur zulässig, wenn sie durch die Health-Claim-Verordnung (EU-Verordnung
Nr. 1924/2006) zugelassen sind. Die Europäische Behörde für Lebensmittelsicherheit (EFSA)
muss dazu die spezische gesundheitsbezogene Aussage z. B. „Aufrechterhaltung eines norma-
len Blutdrucks.“ für eine bestimmte Substanz explizit genehmigen. Dieses Vorgehen soll Täu-
schungen im Umgang mit gesundheitsbezogenen Angaben verhindern.
Für die Lactotripeptide IPP und VPP wurde ein Health Claim für die Angabe „Erhalt eines nor-
malen Blutdrucks“ beantragt. Aus der EFSA-Stellungnahme aus dem Jahr 2012 geht hervor,
dass die Peptide zwar hinreichend charakterisiert sind und auch, dass der Erhalt eines gesun-
den Blutdrucks für die allgemeine Bevölkerung als vorteilhafter physiologischer Eekt einzu-
stufen ist. Jedoch ist die tatsächliche Wirkung der Peptide auf den Blutdruck nicht hinreichend
belegt (EFSA, 2012). Dies ist vor allem auf die widersprüchlichen Ergebnisse der Humanstudi-
en zurückzuführen. Die EFSA räumt ein, dass es Untersuchungen gibt, welche eine Wirkung
der Tripeptide demonstrieren. Deren Aussagekraft ist jedoch z. T. durch die geringe Anzahl der
Studienteilnehmer, der fehlenden Randomisierung und aufgrund der fehlenden statistischen
Analysen limitiert. Dadurch ist für eine mögliche Vermarktung eines Lebensmittels mit ACE-
inhibierenden Tryptophanpeptiden der Nachweis einer gesundheitsfördernden Wirkung auf
einer soliden wissenschaftlichen Basis vor allem durch gut konzipierte Humanstudien uner-
lässlich, denn zum jetzigen Zeitpunkt lässt die Datenlage keine eindeutige Aussage über die
Wirksamkeit der tryptophanhaltigen Dipeptide zu.
Neben den rechtlichen Regularien und der technischen Umsetzbarkeit ist der limitierende
Faktor die tatsächliche Wirkung in vivo. Es kann davon ausgegangen werden, dass bei nor-
motensiven Personen mit einem funktionierenden RAAS eine ACE-Inhibierung um die 20 bis
30 % den Blutdruck nicht beeinussen sollte. Allerdings könnte sich die ACE-Hemmung bei
Prähypertonikern und Hypertonikern auf das RAAS anders auswirken. Zukünftig müssten
demzufolge Untersuchungen an (prä)hypertonen Studienteilnehmern erfolgen.
Zusätzlich können die tryptophanhaltigen bioaktiven Peptide neben der möglichen blutdruck-
regulierenden Wirkung weitere physiologische Eekte besitzen. So inhibiert das Peptid IW
Angiotensin II- vermittelt die Aktivität von Matrixmetallopeptidasen, welche das Remodel-
ling des Gefäßendothels beeinussen und so die Gefäßsteigkeit erhöhen (Kopaliani et al.,
2016). Ebenso inhibieren tryptophanhaltige Dipeptide wie WR das Enzym DPP-IV, welches
eine entscheidende Rolle bei der Regulation des Blutglucosespiegels spielt und im Zusammen-
hang mit der Stowechselerkrankung Diabetes mellitus steht (Nongonierma and FitzGerald,
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2015b). Die tryptophanhaltigen Dipeptide könnten damit direkt oder indirekt einen Beitrag
zur Behandlung von Herz-Kreis-Erkrankungen leisten und so beispielsweise den Beginn einer
medikamentösen Therapie verzögern.
Die Peptide besitzen allerdings eine geringe Bioverfügbarkeit, was ihren Einsatz im Lebens-
mittel aus physiologischer und ökonomischer Hinsicht erschwert. Verschiedene Strategien zur
Anreicherung und Stabilisierung der Peptide im Hydrolysat sollen im Folgenden diskutiert
werden:
1. Die Erhöhung des Gehaltes an tryptophanhaltigen Dipeptiden im Produkt
Eine Erhöhung der ACE-hemmenden Peptide würde die notwendige Menge im Produkt
deutlich herabsetzen. Zwei Möglichkeiten zielen auf die Erhöhung der Konzentration
der Peptide im Produkt ab:
a) Anreicherung der bioaktiven Peptide
Die enzymatische Hydrolyse stellt zwar eine kostengünstige Variante zur Freiset-
zung tryptophanhaltiger Dipeptide dar, allerdings führt sie zu einem heterogenen
Gemisch von Peptiden, welche sich in ihren physikochemischen und strukturel-
len Eigenschaften unterscheiden. Neben den tryptophanhaltigen Peptiden wer-
den auch längerkettige und hydrophile Peptide gebildet, welche nur eine gerin-
ge Bedeutung hinsichtlich einer ACE-Hemmung besitzen. Deshalb wäre eine An-
reicherung der hydrophoben Dipeptide und damit eine gesteigerte Konzentration
im Produkt sinnvoll. Bekannte industrielle Methoden zur Trennung und Anrei-
cherung sind vor allem Membranltrationstechniken, welche Peptide eines spe-
zischen Molmassenbereichs abtrennen. In Zusammenarbeit mit der Professur für
Anorganische Chemie der TU Dresden wurde eine Festphasenextraktion zur selek-
tiven Anreicherung tryptophanhaltiger ACE-hemmender Peptide mit hydropho-
ben Aktivkohlematerialien etabliert (Hippauf et al., 2014), (Hippauf et al., 2015).
Dieses Material erlaubt aufgrund seiner porösen Struktur eine selektive Adsorpti-
on von niedermolekularen hydrophoben Peptiden. Zusätzlich wurde eine Lösungs-
mittelextraktion mit Isobutanol etabliert, welche zu einer schnellen Anreicherung
von potenten hydrophoben Peptide führte. Eine Kombination der Lösungsmittel-
und Festphasenextrakion resultierte in einer 30-fachen Anreicherung des Dipep-
tids IW im Extrakt. Aufgrund des deutlich gesteigerten IW-Gehaltes reduzierte sich
der IC50-Wert der ACE-Inhibierung um das 10-Fache im Vergleich zum unbehan-
delten Hydrolysat. Die entwickelten Methoden besitzen ein großes Potential für
eine Anwendung im großtechnischen Maßstab.
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b) Optimierung der Hydrolyse
Das entwickelte enzymatische Hydrolyseverfahren setzt> 50 % der in der Sequenz
der Präkursorproteine enthaltenen Peptide IW und AW frei. Die Unvollständigkeit
der Hydrolyse wurde auf schwer zugängliche hydrophobe Bereiche der Proteine
zurückgeführt. Eine thermische Vorbehandlung der Proteine oder Techniken wie
die Hochdruckbehandlung könnten die Zugänglichkeit dieser Bereiche für Peptida-
sen erhöhen. Chobert et al. (1997) zeigten eine Destabilisierung der Proteinstruktur
von β-Lactoglobulin durch eine Hochdruckanwendung von 300 MPa, die mit einer
verstärkten Hydrolyse des Proteins durch das Enzym Pepsin einherging. Auch die
Vorbehandlung mit Hochintensitätsultraschall kann je nach Struktur der Proteine
den enzymatischen Abbau beeinussen (Ozuna et al., 2015). Weiterhin könnten po-
tentielle Proteinquellen zur Gewinnung von VW gefunden werden, da dieses Pep-
tid eine bessere C-Domänenhemmung und -selektivität als IW aufweist. Marczak
et al. (2003) identizierten VW in einem mit Subtilisin behandelten Rapsprotein-
hydrolysat.
2. Verringerung des proteolytischen Abbaus
Neben der Optimierung der Hydrolyse und der Anreicherung bioaktiver Peptide könn-
te auch die proteolytische Stabilität der Peptide gesteigert werden. Dies könnte durch
folgende Optionen erreicht werden:
a) Chemische Modizierung
Eine Möglichkeit zur chemischen Modikation stellt die Substitution der L-Amino-
säuren durch D-Aminosäuren dar. Die Studie von Hamamoto et al. (2002) zeigte
eine Erhöhung der proteolytischen Stabilität von antimikrobiell wirksamen Oligo-
peptiden durch Substitution der L-Aminosäuren durch D-Aminosäuren bei gleich-
bleibender antibakterieller Aktivität. Auch Ano et al. (2004) belegten einen ver-
ringerten Abbau von Gly-D-Trp gegenüber Gly-L-Trp auf der apikalen Membran-
seite von Caco-2-Zellen von 96 auf 17 %. Der Permeabilitätskoezent der beiden
Substanzen unterschied sich hingegen kaum. Eine weitere Strategie ist, die bioak-
tiven Peptide nicht in ihrer Wirkform, sondern als Prodrug zu applizieren. Pau-
letti et al. (1996) synthetisierten aus dem linearen Hexapeptid WAGGDA ein zy-
klisches Peptid unter Verwendung einer Acyloxy-Alkylcarbamat-Einheit. Dieses
konnte im Blutplasma und im Caco-2-Zellmodell durch endogene Esterasen lang-
sam aber vollständig zum ursprünglichen Hexapeptid umgewandelt werden. Die
Stabilität im Zellmodell und die Permeabilität waren deutlich gegenüber dem un-
modizierten Peptid gesteigert. Diese bioreversible Zyklisierung stellt eine weitere
Möglichkeit zur Erhöhung der biologischen Wirkung dar. Allerdings würden che-
misch modizierte Peptide nicht mehr in den Lebensmittelbereich fallen.
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b) Verkapselung
Der Einsatz von Cyclodextrinen bietet nicht nur die Möglichkeit den Bitterge-
schmack zu maskieren, sondern kann auch die Bioverfügbarkeit von Peptiden zu
erhöhen. Die Bradykinin Potentiating Peptides (BPPs) sind zwar sehr potente ACE-
Inhibitoren, jedoch ist ihre gastrointestinale Stabilität sehr gering. Denadai et al.
(2007) zeigten im Tierversuch, dass die orale Gabe des Heptapeptids BPPa nach vor-
angegangener Komplexierung mit β-Cyclodextrin zu einer lang anhaltenden Blut-
drucksenkung führte, während das unverkapselte Peptid keinen Einuss auf den
Blutdruck der Ratten zeigte. Die Komplexierung der tryptophanhaltigen Dipeptide
mit Cyclodextrinen könnte ebenfalls die gastrointestinale Stabilität verbessern.
3. Erhöhung der Absorption durch bessere Membranpermeabilität
Eine schlechte orale Bioverfügbarkeit kann neben der geringen proteolytischen Stabili-
tät auch auf eine geringe Permeabilität durch die Dünndarmepithelzellen zurückzufüh-
ren sein. Stoe, welche die Absorption von pharmakologisch aktiven Substanzen verbes-
sern können, werden als absorption enhancer bezeichnet. Diese beeinussen vor allem
die Membranpermeabilität und erhöhen somit die Absorption (Aungst, 2012). Beispie-
le sind langkettige Acylcarnitine wie Lauroyl- und Palmitoylcarnitin, die im Zellmodell
dosisabhängig und reversibel zu einer Absenkung des transepithelialen elektrischen Wi-
derstandes (TEER) und einer Erhöhung der Zellpermeabilität führten (Lecluyse et al.,
1993). Diese kommen z.T. natürlicherweise im Lebensmittel vor und könnten damit als
Rezepturbestandteil im funktionellen Lebensmittel eingesetzt werden.
4. Erhöhung der Anität zum Zielenzym
Eine Erhöhung der Anität zum Zielenzym würde gleichzeitig die benötigte Wirkkon-
zentration herabsetzen. Dies könnte durch die Einführung einer zinkbindenden Grup-
pe wie einer Carboxyl- oder Phosphinsäuregruppe erzielt werden. Weiterhin soll laut
Watermeyer et al. (2010) ein voluminöserer C-terminaler Rest in einer stärkeren C-
Domänenhemmung resultieren. Dies könnte durch den Einsatz eines Chinolin- oder




Bluthochdruck zählt zu einer der häugsten Zivilisationskrankheiten und ist der Hauptfaktor
für die Entstehung kardiovaskulärer Erkrankungen. Das Präventionspotenzial bei Hypertonie
ist sehr hoch, da lebensstilassoziierte Faktoren wie Übergewicht, hoher Kochsalz- und Al-
koholkonsum oder Stress die Entstehung eines erhöhten Blutdrucks wesentlich begünstigen.
Daher wird eine antihypertensive Therapie meist mit nicht-medikamentösen Maßnahmen
eingeleitet. Für die Regulation des Blutdrucks ist die nähere Betrachtung des Angiotensin-
Converting Enzymes (ACE) wichtig, da es eines der Schlüsselenzyme des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems und des Kallikrein-Kinin-Systems darstellt. Die Möglichkeit, dass ACE-
inhibierende Peptide aus Lebensmittelproteinen über die Nahrungsmittelaufnahme einen po-
sitiven physiologischen Eekt auf den Blutdruck ausüben, ist ein vielversprechender Ansatz
zur Unterstützung einer nicht-medikamentösen Therapie bei Hypertonie. In der Literatur sind
zahlreiche Peptide beschrieben, welche eine inhibitorische Wirkung auf das ACE in vitro besit-
zen. Die vorliegende Arbeit beschäftigte sich mit der Klasse der tryptophanhaltigen Dipeptide,
die in der Literatur als potente, natürliche ACE-Inhibitoren beschrieben sind. Die tryptophan-
haltigen Peptide wurden hinsichtlich ihrer Gewinnung, ihrer Hemmwirkung auf das Zielen-
zym und bezüglich ihrer Bioverfügbarkeit in vitro und in vivo untersucht.
Freisetzung tryptophanhaltiger ACE-inhibierender Peptide aus
Lebensmielproteinen
Einleitend stand die Gewinnung der ACE-hemmenden Peptide aus Lebensmittelproteinen im
Vordergrund. Aufgrund ihres hohen Tryptophangehaltes eigneten sich sich besonders das
Hühnereiweißlysozym und das Molkenprotein α-Lactalbumin als Präkursoren für die Frei-
setzung von tryptophanhaltigen Peptiden. Zur spezischen Gewinnung der Peptide wurde
ein zweistuges Hydrolyseverfahren mit den Enzymen Chymotrypsin und Thermolysin ent-
wickelt. Die nach dem proteolytischen Abbau freigesetzten Peptide konnten mittels LC-ESI-
TOF-MS strukturell identiziert und anschließend hinsichtlich ihrer ACE-Hemmung in vitro
charakterisiert werden. Aufgrund der Substratspezität der verwendeten Hydrolasen wur-
den Peptide mit N-terminalen aliphatischen Aminosäureresten und hydrophoben aromati-
schen Aminosäuren am C-Terminus freigesetzt, welche aufgrund ihrer Struktur potente ACE-
Inhibitoren in vitro darstellen.
Die Quantizierung der potenten ACE-hemmenden Peptide in den Proteinhydrolysaten er-
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6 Zusammenfassung
folgte mittels RP-HPLC mit UV- und Fluoreszenzdetektion. Die Dipeptide Alanyl-Tryptophan
(AW; IC50=20 µM) aus der Sequenz des Hühnereiweißlysozyms und Isoleucyl-Tryptophan (IW;
IC50=1 µM) aus dem bovinen α-Lactalbumin konnten spezisch zu > 50 % aus dem Protein-
verband freigesetzt werden (c(AW)= 40 mg/g bzw. c(IW)=5 mg/g Proetin). Die resultierenden
Proteinhydrolysate wiesen eine sehr gute ACE-Inhibierung in vitro auf (IC50-Wert (Lysozym-
hydrolysat)= 14 mg/L, IC50-Wert (Molkenproteinhydrolysat)= 22 mg/L), die im Falle des Mol-
kenproteinhydrolysates vor allem auf das bioaktive Peptid IW zurückzuführen war.
Charakterisierung der Hemmwirkung tryptophanhaltiger Dipeptide auf das ACE
Der genaue Wirkmechanismus der tryptophanhaltigen Peptide auf das somatische ACE ist
weitgehend unerforscht. Ziel war es daher, den Einuss der peptidischen Inhibitoren auf die
zwei aktiven Zentren des ACEs, die C- und N-Domäne, zu charakterisieren. Dazu wurde ein
Testsystem zur Dierenzierung und Bestimmung der Enzymaktivität der ACE-Domänen mit
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Peptiden entwickelt. Erstmalig konnte anhand von
Struktur-Wirkungs-Studien gezeigt werden, dass tryptophanhaltige Peptide in der Lage sind,
zwischen der C- und der N-Domäne zu dierenzieren. Dipeptide mit einem aliphatischen N-
terminalen Aminosäurerest und einem C-terminalen Tryptophanrest konnten als bevorzug-
te Strukturen für eine potente und selektive Inhibierung der C-Domäne identiziert werden.
Die Peptide IW und VW, mit Selektivitätsfaktoren von ca. 40 bzw. 70 für die Hemmung der
C-Domäne des humanen ACEs, zeichneten sich als die selektivsten Inhibitoren in der Grup-
pe der bioaktiven Peptide aus. In der Literatur wird postuliert, dass die Behandlung mit C-
domänenselektiven Inhibitoren zu einer eektiven Blutdrucksenkung ohne unerwünschte Ne-
benwirkungen führt. Das verdeutlicht den potentiellen Nutzen der tryptophanhaltigen Dipep-
tide. Die Ergebnisse dieser Arbeit könnten so zur Entwicklung von C-domänenselektiven In-
hibitoren beitragen.
Die Peptide wurden weiterhin hinsichtlich ihres Inhibierungsverhaltens auf das ACE unter-
sucht. Die tryptophanhaltigen Dipeptide konnten als echte und schnell reversible Inhibitoren
für das ACE klassiziert werden. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass tryptophanhaltige Di-
peptide die Substrathydrolyse der C-und N-Domäne kompetitiv inhibieren und folglich in das
aktive Zentrum der jeweiligen Domäne binden können. Bei den Untersuchungen zum Ein-
uss der Peptide auf die gesamte ACE-Aktivität konnte ein nicht-kompetitiver Mechanismus
beobachtet werden. Dies wurde auf mögliche Wechselwirkungen der beiden ACE-Domänen
zurückgeführt. Als Ursache ist eine Konformationsänderung des Enzyms, ausgelöst durch die
Bindung des Inhibitors in ein aktives Zentrum, denkbar, welche eine Beeinussung der Sub-
strathydrolyse in der zweiten Domäne zur Folge hat (negative Kooperativität).
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Bioverfügbarkeit und ACE-Inhibierung von tryptophanhaltigen Dipeptiden aus
Proteinhydrolysaten
Zur Abschätzung der Bioverfügbarkeit der tryptophanhaltigen Dipeptide in vivo wurde zu-
nächst deren proteolytische Stabilität im Rahmen einer simulierten gastrointestinalen Verdau-
ung untersucht. Dafür wurde das Lysozym- und Molkenproteinhydrolysat für zwei Stunden
unter simulierten Magenbedingungen (Pepsin, pH=2) und dann für weitere sechs Stunden un-
ter simulierten Darmbedingungen (Pankreatin/Trypsin, pH=7,5) inkubiert. Die Stabilität der
Dipeptide AW und IW in den Proteinhydrolysaten wurde durch die Gehalte vor und nach der
simulierten Verdauung mittels RP-HPLC mit UV- und Fluoreszenzdetektion bestimmt. Die Er-
gebnisse zeigten, dass die Dipeptide IW und AW nach der Proteolyse der Proteinhydrolysate
zu > 40 % in intakter Form vorlagen. Die Peptide könnten damit theoretisch intakt im Dünn-
darm resorbiert werden.
Um den Eekt der Hydrolysatmatrix auf die Aufnahme von IW in vivo zu überprüfen, wurde
in orientierenden Humanstudien die alimentäre Beeinussung der IW-Plasmakonzentration
nach oraler Applikation von 50 mg synthetischem Peptid IW, von 10 g IW-haltigem Molken-
proteinhydrolysat (c(IW)=5 mg/g Hydrolysat) und 10 g unhydrolysiertem Molkenproteinkon-
zentrat an zwei gesunden Probanden untersucht. Die Quantizierung von IW erfolgte mittels
LC-ESI-MS/MS unter Verwendung eines internen Standards. Bei beiden Probanden konnte so-
wohl nach oraler Applikation des reinen Peptids als auch nach Gabe des Molkenproteinhydro-
lysates ein signikanter Anstieg des endogenen IW-Plasmaspiegels (cendogen=0,9-1,2 nM) auf
eine maximale IW-Plasmakonzentration von cmax, Peptidgabe=3-9 nM bzw. cmax, Hydrolysatgabe=14-28
nM nachgewiesen werden. Durch die höhere proteolytische Stabilität von IW in der Hydro-
lysatmatrix konnte die Bioverfügbarkeit von IW nach Aufnahme von 10 g Molkenproteinhy-
drolysat im Vergleich zur Aufnahme von 50 mg IW gesteigert werden. Im Gegensatz dazu
wurde die IW-Plasmakonzentration durch die Gabe von 10 g intaktem Molkenprotein kaum
beeinusst. Das verdeutlicht die Notwendigkeit der enzymatischen Vorbehandlung des Mol-
kenproteins zur Freisetzung des ACE-hemmenden Dipeptids IW.
Zusätzlich konnte bei der Gabe des IW-haltigen Molkenproteinhydrolysates eine deutliche
ACE-Hemmung in vivo von ca. 20 % im Vergleich zur Placebogabe (Wasser) beobachtet wer-
den. Damit konnte erstmalig die alimentäre Beeinussung der IW-Plasmakonzentration und
der ACE-Aktivität in vivo nach oraler Gabe eines IW-haltigen Molkenproteinhydrolysates be-
legt werden.
Aufgrund der in vitro- und in vivo -Ergebnisse könnten die aus dem Lysozym- und Molken-
protein freigesetzten tryptophanhaltigen Dipeptide die Grundlage für potentielle Inhaltsstof-
fe für funktionelle Lebensmittel darstellen. Die Proteinhydrolysate könnten durch ihre ACE-
hemmende Wirkung einen Beitrag zur Blutdrucksenkung bei milder Hypertonie leisten und
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